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Cilj istraživanja bio je utvrditi povezanost između ekspresije čimbenika stanične smrti – Fas, 
FasL, perforina i HSP70 i bioloških karakteristika neuroblastoma. 
Uključena su sva djeca s dijagnozom neuroblastoma operirana na KBC Zagreb u razdoblju od 
1994. do 2013. godine, a kriterije je zadovoljilo 42 ispitanika. Na parafinskim blokovima 
izuzetim prije početka kemoterapije imunohistokemijskim bojanjem određen je izražaj Fas i 
FasL molekule na stanicama neuroblastoma, broj citotoksičnih T limfocita u okolini stanica 
neuroblastoma, izražaj perforina na citotoksičnim T limfocitima te izražaj HSP70 na stanicama 
neuroblastoma. 
Utvrđeno je da je Fas smanjeno izražen na metastatskim stadijima tumora pa se može 
pretpostaviti da tumor smanjenjem ekspresije Fas-a na svojoj površini može izbjeći lokalni 
odgovor imunološkog sustava i tako metastazirati. Također je utvrđena povezanost ekspresije  
HSP70 i stadija neuroblastoma. Viši stadiji imaju smanjenu ekspresiju što je u suprotnosti s 
većinom tumora koji su do sada istraživani, no s druge strane se slaže s istraživanjima na 
nefroblastomu, drugom najčešćem solidnom tumoru dječje dobi. Najvjerojatnije objašnjenje, 
prema dosadašnjim istraživanjima, je da kod tumora dječje dobi sudjelovanje HSP70 u inhibiciji 
apoptoze nije toliko značajno kao sudjelovanje u diferencijaciji tumora te da njegova pojačana 
ekspresija u neuroblastoma dovodi do sazrijevanja tumora. 
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The aim of this study was to investigate the correlation between the expression of cell death 
factors - Fas, FasL, perforin and HSP70 and biological characteristics of neuroblastoma. 
All children diagnosed with neuroblastoma operated at KBC Zagreb in the period since 1994. to 
2013. were included and 42 of them met our criteria. On paraffin blocks excluded before the 
start of chemotherapy through immunohistochemical staining the expression of Fas and FasL 
molecules on neuroblastoma cells, the number and expression of perforin on cytotoxic T 
lymphocytes in the vicinity of neuroblastoma cells and expression of HSP70 in neuroblastoma 
cells was analyzed. 
Reduced Fas expression was found in metastatic tumor stages so it can be assumed that by 
lowering expression of Fas on its surface, tumor can avoid the local immune response and thus 
metastasize. The connection of HSP70 expression and stage neuroblastoma is also found. 
Higher stages have decreased expression of which is in contrast with the majority of tumors that 
have been studied, but on the other hand agrees with research on nephroblastoma, the second 
most common solid tumor in children. The most likely explanation for that, according to 
available data and considering pediatric tumors, is that the role of HSP70 in inhibition of 
apoptosis is not as important as participation in the differentiation of the tumor and its 
overexpression in neuroblastoma leads to the maturation of the tumor. 
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1 UVOD 
 
Neuroblastom je, nakon tumora središnjeg živčanog sustava, najčešći solidni tumor u 
dječjoj dobi. Podrijetlom iz neuralnog grebena, ovaj tumor može se javiti u nadbubrežnoj 
žlijezdi i duž simpatičkog lanca, od vrata do zdjelice. Zbog vrlo varijabilnog kliničkog tijeka, 
kao i zbog otkrivanja većine tumora u višim stadijima bolesti, prognoza i liječenje 
neuroblastoma kod djece su još uvijek vrlo neizvjesni (1, 2). Ono što je posebno značajno za 
neuroblastom, što ga razlikuje od svih ostalih zloćudnih tumora, je već spomenuti izrazito 
varijabilan klinički tijek – od brzog progresivnog oblika s metastazama u druga tkiva do 
spontane regresije tumora bez primjene ikakvog oblika liječenja. Unatoč kombiniranju 
brojnih poznatih biomarkera, kao i kliničkih i histoloških značajki neuroblastoma u traganju 
za optimalnom terapijskom strategijom još uvijek postoji mnogo mogućnosti za poboljšanje, 
odnosno za istraživanje novih čimbenika koji bi omogućili novi dijagnostičko-terapijski 
pristup (3-7). 
Postoje brojni dokazi da se interakcija tumora i imunosnog sustava događa putem 
programirane stanične smrti – apoptoze. To je put kojim imunosni sustav uklanja tumorske 
stanice, ali i put kojim mu se one „skrivaju” pa ga čak i napadaju. Također je dobro poznata 
uloga apoptoze u embrionalnom razvoju, pa obzirom da se neuroblastom javlja u ranoj 
životnoj dobi neki autori predlažu teoriju prema kojoj se kod spontane regresije tumora u 
stvari radi o zakašnjeloj, normalnoj reakciji na apoptozu. 
Apoptoza ili programirana stanična smrt sastavni je dio održavanja homeostaze 
organizma, remodeliranja tkiva tijekom razvoja, kao i obrane od uzročnika infekcija i 
prevencije nastajanja tumora. Jedan od načina pokretanja apoptoze je aktivacija Fas i FasL 
proteina. Membranski protein Fas (Apo-1 ili CD95) član je porodice proteina TNF (čimbenik 
nekroze tumora) i NGF (čimbenik rasta živaca). Otkriven je kao pokretač apoptoze u stanici 
nakon vezivanja određenih protutijela na njega. Nakon toga je otkrivena ekspresija molekule 
Fas na brojnim stanicama imunosnog, ali i stanicama ostalih sustava. Novija istraživanja su 
otkrila FasL kao čimbenik koji se veže na Fas molekulu i aktivira kaskadu koja dovodi do 
aktivacije domene smrti koja aktivira nizvodne signalne puteve i kaspaze-3, koja uzrokuje 
razgradnju bjelančevina i staničnu smrt. Citotoksični T limfociti (CTL) se putem FasL vežu 
na tumorske stanice na kojima se nalazi izražena Fas molekula i tako dovode do apoptoze 
tumorskih stanica. Tumorske stanice u ovom sustavu mogu izbjeći imunosni odgovor 
posredovan CTL smanjenom ekspresijom Fas molekule ili čak, što je prvo dokazano kod 
  2 
melanoma i hepatocelularnog karcinoma, ekspresijom proapoptotične molekule FasL na 
svojoj površini „napasti“ CTL-e koji imaju izražen Fas i u njima pokrenuti programiranu 
staničnu smrt. Ekspresija Fas i FasL proteina na stanicama tumora može se povezati s 
njihovim histološkim i biološkim karakteristikama (8-14). 
Malobrojni su objavljeni radovi koji govore o izraženosti proteina Fas i FasL kod 
neuroblastoma (15). Prema dosadašnjim radovima u području tumorske imunologije niži 
stadiji tumora imaju pojačanu ekspresiju Fas molekule na svojoj površini što ih čini 
osjetljivijim na FasL pozitivne NK stanice te se ekspresija Fas molekule može dovesti u 
korelaciju s određenim karakteristikama tumora (16-22).  
Među najčešće istražene apoptotičke mehanizme ubrajaju se receptori smrtnosti Fas, 
TNFR1, DR3, DR4, DR5, TRAIL-R3, TRAIL-R4 koji se vežu za svoje ligande (FasL, TNF, 
TWEAK I TRAIL) i započinju unutarstanični prijenos signala do konačnog ishoda, a to je 
smrt stanice (5). Svoju citolitičku aktivnost stanice ostvaruju i putem unutarstanične molekule 
perforina, koji se oslobađa iz ubilačke stanice, stvara pore na membrani ciljne stanice kroz 
koju ulazi izvanstanična tekućina i serinske esteraze u stanicu. Posljedica je smrt ciljne stanice 
uslijed osmotske lize stanice (nekroza), odnosno uslijed fragmentacije DNA serinskim 
esterazama ili drugim apoptotičkim molekulama pohranjenim u zrncima citolitičkih stanica 
(apoptoza) (3, 4). Još jedan potencijalni, nezavisni put stanične smrti je preko proteina 
toplinskog šoka, HSP70, kojem je jedna od funkcija pomaganje transporta proteina u stanicu. 
Jedna studija na kulturama stanica je pokazala da bi i ovim putem, neovisno o perforinu, 
proteolitički enzimi – granzimi mogli ulaziti u stanicu (6). 
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1.1 Cilj rada 
 
Istraživanje obuhvaćeno ovom doktorskom dizertacijom polazi od pretpostavke da je 
ekspresija čimbenika stanične smrti povezana s biološkim karakteristikama neuroblastoma. 
Obzirom da je Fas/FasL sustav jedan od načina tumorskog bijega od obrambenog mehanizma 
organizma i načina izazivanja apoptoze citotoksičnih T limfocita (CTL), pretpostavlja se da će 
u okolini stanica neuroblastoma s jačom FasL ekspresijom biti manje CTL-a i obrnuto. Stoga 
je cilj ovog istraživanja bio odrediti koliki se broj citotoksičnih T limfocita nalazi u okolini 
stanica neuroblastoma. Sljedeća pretpostavka bila je da metastaza neuroblastoma ima 
pojačanu ekspresiju FasL koji joj omogućava izbjegavanje imunosnog odgovora organizma.  
Fas/FasL sustav ima značajnu ulogu u induciranju stanične smrti. CTL imaju na svojoj 
površini FasL i ako se on veže na Fas na ciljnoj stanici dolazi do aktivacije kaskade koja za 
posljedicu ima programiranu smrt stanice, odnosno apoptozu. Jedan od načina na koji se 
ciljna stanica, u ovom slučaju tumorska, može obraniti od ovog prirodnog obrambenog 
mehanizma je smanjenjem ekspresije Fas-a na površini stanice, ili povećanjem ekspresije 
molekule FasL, tzv. „tumorski protunapad“ na citotoksične T limfocite koji na svojoj površini 
imaju izražene Fas receptore. Ovakav bijeg i protunapad tumorskih stanica od obrambenog 
mehanizma imunosnog sustava, prema novim istraživanjima, jedan je od mogućih 
mehanizama razvoja tumora. Pretpostavka je da agresivniji tumori, odnosno tumori višeg 
stadija imaju smanjenu ekspresiju Fas-a na površini stanica kao i pojačanu ekspresiju FasL. 
Također je pretpostavka da je broj CTL-a u mikrookolini agresivnijeg tumora, odnosno 
tumora višeg stadija manji. Još je jedna pretpostavka ovog istraživanja, a obzirom da do sada 
nema na ovaj način provedenog istraživanja, da će se ekspresija citolitičke molekule perforina 
na citotoksičnim T limfocitima u okolini tumora mijenjati ovisno o karakteristikama tumora, 
tj. biti povećana kod agresivnijih oblika tumora. Sljedeća pretpostavka je da će veća 
ekspresija HSP70 biti kod agresivnijih tumora obzirom da je jedan od glavnih učinaka HSP70 
inhibicija apoptoze (tako je kod većine tumora iako ima pojedinih kod kojih je njegova 
ekspresija manja što je tumor agresivniji što će se kasnije pokušati pojasniti). U okviru 
istraživanja napravit će se i analiza na dostupnim metastazama neuroblastoma s ciljem da se 
dobiju osnovne pretpostavke za daljnja istraživanja obzirom da će se raditi o malom uzorku.  
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U svrhu provjere hipoteze ciljevi ove doktorske disertacije su:  
 odrediti ekspresiju Fas i FasL molekule na stanicama neuroblastoma,  
 odrediti broj CTL-a u okolini stanica neuroblastoma i na njima odrediti 
ekspresiju perforina  
 odrediti ekspresiju HSP70 na stanicama neuroblastoma.  
Ekspresija navedenih parametara bit će određena imunohistokemijskim bojanjem 
specifičnim monoklonskim protutijelima.  
Konačni cilj je utvrditi postoji li povezanost dobivenih vrijednosti i izuzetih 
histoloških i bioloških parametara i postoje li razlike dobivenih vrijednosti i izuzetih 
histoloških i bioloških parametara te na taj način dobiti bolji uvid u prirodu ovog tumora, 
odnosno novi biološki pokazatelj koji može pomoći u dijagnostici i liječenju. 
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2 LITERATURNI PREGLED 
 
2.1 Neuroblastom 
 
Neuroblastom je, nakon tumora središnjeg živčanog sustava, najčešći solidni tumor 
dječje dobi. To znači da obuhvaća oko 7% svih malignih bolesti u djece mlađe od 15 godina 
te 15% svih pedijatrijskih onkoloških uzroka smrti. U Hrvatskoj se godišnje otkrije 5 do 6 
novih slučajeva neuroblastoma. Ono što neuroblastom čini posebnim jest njegov izrazito 
varijabilan i nepredvidiv klinički tijek. Naime, postoje tipovi koji spontano regrediraju i oni 
koji su visoko rezistentni na sve oblike liječenja.  
Nekoliko je pretpostavki zašto dolazi do spontane regresije neuroblastoma. Jedna je da 
do toga dolazi zbog imunosnog napada, odnosno dobrog imunosnog odgovora organizma. 
Sljedeća pretpostavlja da dolazi do spontane diferencijacije, tj. sazrijevanja tumora. 
Posljednja teorija o tome zašto dolazi do spontane regresije jest da se u stvari radi o 
normalnom, ali zakašnjelom razvojnom signalu za apoptozu. Naravno da su zbog toga 
čimbenici diferencijacije i apoptoze predmet brojnih istraživanja, ne samo zbog moguće bolje 
dijagnostike već i zbog toga što bi poticanje, odnosno regulacija tih apoptotičkih mehanizama 
moglo pridonijeti liječenju tumora. Zbog vrlo varijabilnog kliničkog tijeka i jer se većina 
tumora otkriva u višim stadijima bolesti, prognoza i liječenje su još uvijek vrlo neizvjesni za 
djecu oboljelu od neuroblastoma. Podrijetlom iz neuralnog grebena, ovaj tumor se može javiti 
u nadbubrežnoj žlijezdi i duž simpatičkog lanca, od vrata do zdjelice (3-7).  
 
2.1.1 Masovni probir  
 
Osamdesetih godina prošlog stoljeća u Japanu je započeo program masovnog probira 
neuroblastoma. Ideja i cilj ovog probira bila je otkriti tumor u što ranijem stadiju i tako 
povećati postotak izliječene djece. Probir se sastojao u tome da se dojenčadi u dobi od 6 
mjeseci određivala razina vanilmandelične (VMA) i homovanilične (HVA) kiseline u urinu. 
Na ovaj način otkrio se velik broj neuroblastoma sa značajno boljim preživljenjem u odnosu 
na pacijente koji su imali kliničku sliku i koji su dokazani do tada uobičajenim dijagnostičkim 
postupcima. Ovaj japanski model je udvostručio incidenciju neuroblastoma u dojenčadi (djece 
do godine dana života), ali nije smanjio broj slučajeva u djece starije od godinu dana niti 
popravio njihovo preživljenje. Sawada i suradnici govore o 96% preživljenju u 170 slučajeva 
neuroblastoma otkrivenih probirom (23). Ovi rezultati upućuju na to da su tumori otkriveni 
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probirom bili biološki povoljni i da bi dio njih spontano regredirao. Međutim, mali broj 
probranih tumora je bio s nepovoljnim karakteristikama i lošom prognozom, dok je nekoliko 
pacijenata promaklo probiru, a kasnije, u dobi od 12 do 18 mjeseci razvilo visoko agresivni 
oblik neuroblastoma. Može se primjetiti da je masovni probir ipak pridonio boljem 
razumijevanju prirode, odnosno ponašanja neuroblastoma, u prvom redu o njegovoj mogućoj 
spontanoj regresiji. Jedna kanadska prospektivna populacijska studija je uspjela svesti broj 
lažno pozitivnih rezultata na minimum, ali je s druge strane imala osjetljivost od samo 45 
posto (24). Njemačko je istraživanje identificiralo 149 djece s neuroblastomom od 1800 
ispitivane, što je prediktivna vrijednost od 8 posto (25). Njihova procjena je da bi oko dvije 
trećine ovako otkrivenih tumora regrediralo spontano, a potencijalni rizik od 
predijagnosticiranja i nepotrebnog liječenja naglašen je činjenicom da je troje djece iz ove 
skupine s lokaliziranom bolesti podleglo zbog komplikacija uzrokovanih liječenjem. I druge 
su sjevernoameričke i europske studije upozorile na opasnost od predijagnosticiranja i 
nepotrebnog liječenja, dok su neke druge pokazale da uz pažljivo praćenje dvije trećine 
tumora ili regredira ili prijeđe u zreli oblik bez ikakve terapije. Medicinski i psihološki 
razlozi, osobito kod djece i roditelja koja su primila nepotrebnu terapiju dovelo je do 
prekidanja programa probira širom svijeta. I Japansko ministarstvo zdravstva je 2004. godine, 
kao i ostale zemlje ukinulo posljednji program masovnog probira neuroblastoma (26). 
 
2.1.2 Kliničke karakteristike neuroblastoma 
 
Neuroblastom je tumor s raznovrsnim kliničkim prezentacijama, što ovisi o 
lokalizaciji primarnog tumora, prisutnosti metastaza i o prisutnosti aktivnih razgradnih 
produkata. Oko dvije trećine svih opisanih neuroblastoma se javlja kao palpabilna 
intraabdominalna tvorba. Sama tvorba može biti tvrda, fiksirana, čvorasta, bolna na palpaciju. 
Iz našeg iskustva, kod jednog bolesnika imali smo palpabilnu intraabdominalnu tvorbu iako je 
MR abdomena pokazivao samo malu reziduu smještenu infrarenalno, paraaortalno. Tijekom 
kirurškog zahvata se vidjelo da su palpabilnu tumorsku tvorbu činila sva tanka crijeva 
smještena unutar paraduodenalne (mezokolične) hernije. Kod bolesnika mogu biti prisutni i 
neki opći simptomi poput gubitka težine, zaostanka u rastu, boli u trbuhu, vrućice i anemije 
koja je često povezana s invazijom koštane srži (27-29). Arterijska hipertenzija može se 
zamijetiti kod 25% pacijenata, a vjeruje se da je povezana, odnosno uzrokovana 
katekolaminima koje proizvodi tumor. Izrazito visoka produkcija katekolamina može dovesti 
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do crvenila, znojenja i iritabilnosti. Također su opisane situacije spontane rupture tumora s 
masivnim retroperitonealnim i intraabdominalnim krvarenjem, kao i patološki prijelomi dugih 
kostiju uzrokovani metastazama tumora (30, 31). Tumori koji imaju ishodište u vratu ili 
gornjem medijastinumu mogu zahvaćanjem stelatnog ganglija uzrokovati Hornerov sindrom 
(ptoza, mioza, anhidroza) (28). Metastaze u koštane dijelove orbite mogu dovesti do ehimoze 
i takozvanih „rakunovih“ očiju. Ovaj nalaz u djeteta koje u anamnezi nema podatak o traumi, 
visoko je suspektan na maligno oboljenje. Tumori smješteni u medijastinumu mogu 
uzrokovati respiratorne smetnje ili disfagiju zbog kompresije okolnih struktura. Širenje 
medijastinalnog ili retroperiotnealnog tumora u spinalni kanal može uzrokovati paraplegiju 
(32-34). Jedna od neobičnih prezentacija medijastinalnih neuroblastoma je akutna cerebelarna 
ataksija karakterizirana opsomioklonusom i nistagmusom (sindrom plešućeg oka) i nije 
povezana s metastazama, a u nekim slučajevima zaostaje i nakon regresije tumora (35). Nije 
poznat mehanizam takve prezentacije, a neki radovi predlažu teoriju o autoimunom odgovoru. 
Ponekad tumori luče i vazoaktivni intestinalni peptid (VIP) pa se kod djeteta javljaju 
eksplozivne, vodenasto proljevaste stolice i hipokalemija (36).  
Neuroblastom se širi lokalno, prema i u okolne strukture, limfogeno i hematogeno. 
Najčešće su zahvaćeni regionalni limfni čvorovi, jetra, koštana srž i korteks kosti. Ove 
posljednje imaju jako lošu prognozu (28, 37, 38). Također, metastaze u kosti mogu biti 
izrazito bolne pa se ponekad prvo posumnja na osteomijelitis ili na neki primarni koštani 
tumor poput Ewingovog sarkoma. Iako rijetko, dijete u poodmaklom stadiju bolesti sa 
značajnom zahvaćenošću koštane srži i jetre može imati poremećaj zgrušavanja. Brojne 
potkožne metastaze i hepatomegalija se vidi kod djece s IVs stadijem. Metastaze, i posljedični 
simptomi, u pluća i mozak su rijetke (39, 40). 
 
2.1.3 Dijagnoza 
 
Dijagnoza neuroblastoma se postavlja na temelju karakterističnih patohistoloških 
značajki (Slika 1.) uz povišene razine katekolamina u urinu (41). Visoko rizični pacijenti 
često imaju povišenu serumsku razinu laktat dehidrogenaze, feritina i kromogranina. To su 
dosta nespecifični pokazatelji i nisu neovisni prognostički čimbenici, osobito kada ih se 
usporedi s drugim biološkim pokazateljima (42-44). Biopsiju tumora se preporuča učiniti u 
svim slučajevima jer su za preciznu terapijsku strategiju nužni dobra patohistološka i 
molekularno-biološka analiza uzorka.  
 
  8 
 
 
Slika 1. Histološki prikaz neuroblastoma: A: brojne Homer-Wright-ove rozete (tumorske 
stanice oko neuropila), B: isti tip malih, plavih okruglih stanica u solidnim nakupinama 
(Hemalaun-eosin, objektiv x20) 
 
 
 
2.1.4 Procjena proširenosti 
 
Kompjutorizirana tomografija (CT) preporučena je metoda obrade tumora smještenih 
u medijastinumu, abdomenu i zdjelici. Magnetna rezonanca (MR) je bolja za paraspinalne 
lezije, odnosno nužna za procjenu intraforaminalnog, odnosno intramedularnog širenja 
tumora (29). 
 
2.1.5 Procjena rizika 
 
Svrstati bilo koji tumor u neki stadij ili rizičnu skupinu izrazito je važno jer to 
određuje i prognozu i terapiju koja će se odabrati i primijeniti. Za neuroblastom je to posebno 
teško, teže nego kod ostalih tumora jer mogu postojati lokalno ograničeni tumori s lošim 
ishodom unatoč primjeni svih poznatih, agresivnih oblika liječenja, kao i diseminirani tumori 
koji spontano prolaze bez ikakve terapije. Jasan je stoga trud i nastojanja brojnih istraživača i 
studija da nađu što pouzdanije kriterije kako bi se određeni tumor svrstao u ispravnu skupinu.  
 
A B 
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2.1.6 Stadiji 
 
U prošlosti su korišteni razni načini stupnjevanja neuroblastoma – uključujući Evans-
ove kriterije koje je koristila klasifikacija organizacije Children's Cancer Group (CCG), 
Organizacija Pediatric Oncology Group (POG) primijenjivala je St. Jude kriterije, dok je 
standardnu klasifikaciju TNM (tumor, limfni čvor, metastaza) primijenjivala organizacija 
International Union Contra Cancer in Europe. Japan je imao svoj sustav stupnjevanja (29, 
45). Ovi svi načini stupnjevanja su se slagali u procjeni lokalno ograničenih resektabilnih 
tumora, a razilazili u pogledu zahvaćenosti limfnih čvorova i metastaza i njihovom značaju na 
stadij, odnosno i na tip liječenja i prognozu. Zbog toga je 1988. godine razvijen međunarodni 
sistem (INSS – International Neuroblastoma Staging System) sa zajedničkim setom kriterija 
koji bi se primjenjivali svugdje u svijetu i time omogućavali skupljanje veće količine 
podataka o tumoru i njihovu točnu usporedbu (46). INSS koristi određene dijelove sustava 
POG i CCG kako bi odredio različite prognostičke skupine. INSS kriteriji su revidirani 1993. 
godine, a 2001. godine su se sustavi CCG i POG spojili s kriterijima skupine National Wilms' 
Tumor Study (NWTS) i The Intergroup Rhabdomyosarcoma Study Group (IRSG) kako bi 
oformili skupinu Children's Oncology Group (COG), koja danas koristi INSS za sve 
slučajeve neuroblastoma (29, 47) (Tablica 1.). 
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Tablica 1. Međunarodna klasifikacija stupnjeva neuroblastoma – International 
Neuroblastoma Staging System (INSS) 
Stadij   
1 Makroskopski potpuna ekscizija lokaliziranog 
tumora s ili bez mikroskopski pozitivnih rubova 
Negativni istostrani neadherentni 
limfni čvor(ovi) (limfni čvor(ovi) 
prirasli i uklonjeni u bloku s 
tumorom mogu biti pozitivni) 
2A Makroskopski nepotpuna ekscizija lokaliziranog 
tumora s ili bez mikroskopski pozitivnih rubova 
Negativni istostrani neadherentni 
limfni čvor(ovi) (limfni čvor(ovi) 
prirasli i uklonjeni u bloku s 
tumorom mogu biti pozitivni) 
2B Makroskopski potpuna ili nepotpuna ekscizija 
lokaliziranog tumora 
Pozitivni istostrani neadherentni 
limfni čvor(ovi), negativni limfni 
čvor(ovi) suprotne strane 
3 a. Neresektabilni jednostrani tumor koji prelazi 
središnju liniju 
ili  
b. Lokalizirani jednostrani tumor 
ili 
c. Neresektabilni tumor u središnjoj liniji s 
obostranim širenjem  
a. Pozitivni ili negativni 
regionalni limfni čvor(ovi) 
ili 
b. Pozitivni regionalni limfni 
čvor(ovi) suprotne strane 
ili 
c. Može biti „neresektabilan“  
zbog obostrano pozitivnih limfnih 
čvor(ova) 
4 Bilo koji primarni tumor sa zahvaćanjem 
udaljenih limfnih čvorova, kosti, koštane srži, 
jetre, kože i/ili drugih organa (osim 4S) 
 
4S Bilo koji lokalizirani primarni tumor sa 
zahvaćanjem jetre, kože i/ili koštane srži (manje 
od 10% stanica) SAMO DJECA MLAĐA OD 
GODINE DANA 
 
Preuzeto iz: ref. 46, 47. 
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Međutim, obzirom da se kirurški pristup može razlikovati između pojedinih institucija, 
tako se i stadij INSS za bolesnika s lokalno ograničenim tumorom može razlikovati. S tim u 
vidu razvijen je dodatni predkirurški sistem stupnjevanja INRGSS (Tablica 2.) na temelju 
istraživanja koja je provela The International Society of Paediatric Oncology European 
Neuroblastoma Study Group (SIOPEN). Njihova opažanja su da se pomoću radioloških 
karakteristika primarnog tumora može procijeniti uspjeh i sigurnost kirurškog zahvata. Te 
radiološke karakteristike nazvane su slikovno određeni rizični čimbenici (engl. image defined 
risk factors - IDRF) (Tablica 2., Tablica 3.). 
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Tablica 2. Međunarodna klasifikacija stupnjeva neuroblastoma prema rizičnim skupinama - 
The International Neuroblastoma Risk Group  Staging System (INRGSS) 
Stadij   
1 Makroskopski potpuna ekscizija 
lokaliziranog tumora s ili bez mikroskopski 
pozitivnih rubova 
Negativni istostrani neadherentni 
limfni čvor(ovi) (limfni čvor(ovi) 
prirasli i uklonjeni u bloku s tumorom 
mogu biti pozitivni) 
2A Makroskopski nepotpuna ekscizija 
lokaliziranog tumora s ili bez mikroskopski 
pozitivnih rubova 
Negativni istostrani neadherentni 
limfni čvor(ovi) (limfni čvor(ovi) 
prirasli i uklonjeni u bloku s tumorom 
mogu biti pozitivni) 
2B Makroskopski potpuna ili nepotpuna 
ekscizija lokaliziranog tumora 
Pozitivni istostrani neadherentni 
limfni čvor(ovi), negativni limfni 
čvor(ovi) suprotne strane 
3 a. neresektabilni jednostrani tumor koji 
prelazi središnju liniju 
ili  
b. lokalizirani jednostrani tumor 
ili 
c. neresektabilni tumor u središnjoj liniji s 
obostranim širenjem  
a. pozitivni ili negativni regionalni 
limfni čvor(ovi) 
ili 
b. pozitivni regionalni limfni 
čvor(ovi) suprotne strane 
ili 
c. može biti „neresektabilan“  zbog 
obostrano pozitivnih limfnih 
čvor(ova) 
4 Bilo koji primarni tumor sa zahvaćanjem 
udaljenih limfnih čvorova, kosti, koštane 
srži, jetre, kože i/ili drugih organa (osim 4S) 
 
4S Bilo koji lokalizirani primarni tumor sa 
zahvaćanjem jetre, kože i/ili koštane srži 
(manje od 10% stanica) SAMO DJECA 
MLAĐA OD GODINE DANA 
 
Preuzeto iz: ref. 39, 40. 
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Tablica 3. Slikovno određeni rizični čimbenici 
Istostrano širenje tumora unutar dva tjelesna 
odjeljka 
    
 
Vrat-prsište, prsište-trbuh, trbuh-zdjelica 
Vrat 
    
 
Tumor obuhvaća karotidnu i/ili vertebralnu 
arteriju i/ili unutarnju jugularnu venu 
Tumor se širi na bazu lubanje 
Tumor komprimira traheju 
Vrat/prsište 
    
 
 
Tumor obuhvaća korijen brahijalnog pleksusa 
Tumor obuhvaća subklavijske žile i/ili 
vertebralnu arteriju i/ili karotidnu arteriju 
Tumor komprimira traheju 
Prsište 
    
 
Tumor obuhvaća aortu i/ili velike ogranke 
Tumor komprimira traheju i/ili glavne bronhe 
Donji medijastinalni tumor, infiltriranje 
kosto-vertebralnog spoja između T9 i T12 
Prsište/trbuh 
    
 
Tumor obuhvaća aortu i/ili šuplju venu 
Trbuh/zdjelica 
    
 
Tumor infiltrira portu hepatis i/ili 
hepatoduodenalni ligament 
Tumor obuhvaća ogranke gornje 
mezenterične arterije u korijenu mezenterija 
Tumor obuhvaća polazište celijačnog 
trunkusa i/ili gornje mezenterične arterije 
Tumor invadira jedan ili oba bubrežna 
pedikla 
Tumor obuhvaća aortu i/ili šuplju venu 
Tumor obuhvaća ilijačne krvne žile 
Zdjelični tumor prelazi ishijadičnu incizuru 
Širenje intraspinalnog tumora bilo koje 
lokacije pod uvjetom da: 
    
 
Invadira više od jedne trećine spinalnog 
kanala u aksijalnoj ravnini i/ili perimedularni 
Leptomeningealni prostori nisu vidljivi i/ili 
abnormalan signal spinalne kralježnice 
Infiltracija susjednih organa/struktura 
    
 
Perikard, dijafragma, bubreg, jetra, duodeno-
pankreatični blok i mezenterij 
Stanja koja trebaju biti zabilježena, ali se ne 
smatraju IDRFs 
 
Multifokalni primarni tumori 
Pleuralni izljev sa ili bez malignih stanica 
Ascites s ili bez malignih stanica 
Preuzeto iz: ref. 39, 40. 
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2.1.7 Biološke prognostičke varijable 
 
2.1.7.1 Histologija 
 
Neuroblastom je građen od neuroblasta u raznim stupnjevima diferencijacije, sve do 
zrelih ganglijskih stanica, tako da je moguće unutar istog tumora naći sve oblike njegovog 
sazrijevanja. Neuroblasti se prepoznaju po malim okruglim jezgrama sa „zrnatim“ 
rasporedom kromatina („sol i papar“ u anglosaksonskoj literaturi), oskudnoj eozionofilnoj 
citoplazmi i nejasnim granicama među stanicama. Ponekad ga je histološki teško razlikovati 
od ostalih tumora malih plavih stanica. Postoji, s druge strane, podskupina neuroblastoma (8-
10%) koji imaju velike stanice s dvostruko većim jezgrama od tipičnih neuroblasta i 1 do 4 
jasno izražena velika nukleolusa. Ovakav histološki izgled se obično nalazi kod 
nediferenciranih ili loše diferenciranih tumora s MYCN amplifikacijom i lošom prognozom. 
Zrele ganglijske stanice se prepoznaju po velikoj, okrugloj jezgri s jasno izraženim 
jezgricama, i obilnoj eozinofilnoj citoplazmi u kojoj se mogu naći Nisslova tjelešca (hrapavi 
endoplazmatski retikulum s rozetama ribosoma). Okolno vezivno tkivo kod neuroblastoma 
također posjeduje određene specifičnosti: može se naći Scwannomska stroma (identificira se 
detekcijom proteina S100) i neuropili – nitasti stanični produžeci te ponekad i gusti limfoidni 
inflitrat.  
 
Prema stupnju zrelosti neuroblasta i količini Schwannomske strome može se 
razlikovati sedam podtipova neuroblastičnih tumora (48, 49). 
1. Nediferencirani neuroblastom – sastoji se u potpunosti od neuroblasta koji se ne 
diferencira u ganglijske stanice. Često je pripadnost neuroblastomu potrebno potvrditi 
imunohistokemijski. Scwannomska stroma je oskudna, odnosno čini manje od 50% 
okolnog veziva, a može biti i potpuno odsutna.  
2. Slabo diferencirani neuroblastom – neuroblasti predominantni, zrelih ili ganglijskih 
stanica u sazrijevanju može biti do 5 posto. Prisutno je najmanje jedno žarište 
neuropila. Kao i kod nediferenciranog neuroblastoma, udio Schwannomske strome je 
manji od 50%  ili je sasvim odsutna. 
3. Diferencirajući neuroblastom – predominiraju neuroblasti, ali je udio zrelih ili 
ganglijskih stanica u sazrijevanju  veći od 5 posto.  Prisutno je najmanje jedno žarište 
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neuropila, a kao i kod prethodna dva tipa, udio Schwannomske strome je manji od 
50%  ili je sasvim odsutna. 
4. Nodularni ganglioneuroblastom – predominiraju zrele ili ganglijske stanice u 
sazrijevanju, ali postoji barem jedna, dobro ograničena nakupina (nodus) rezidualnih 
neuroblasta (oni dobro koreliraju s hemoragičnim nodusima vidljivim na 
makropreparatu). Scwannomska stroma je obilna i čini preko 50 posto. 
5. Miješani ganglioneuroblastom - dominiraju zrele ili ganglijske stanice u sazrijevanju, 
ali postoji jedno ili više žarišta rezidualnih neuroblasta pomiješanih s ganglijskim 
stanicama. Ta žarišta ne koreliraju s hemoragičnim nodusima vidljivim na 
makropreparatu, odnosno nemaju svoj makroskopski biljeg poput nodularnog 
ganglioneuroblastoma. Scwannomska stroma je obilna, čini preko 50 posto.  
6. Ganglioneuroblastom u sazrijevanju – u cijelosti se sastoji od zrelih ili ganglijskih 
stanica u sazrijevanju, nema rezidualnih neuroblasta, nema hemoragičnih nodusa na 
makropreparatu, Schwannomska stroma je obilna, čini preko 50 posto. 
7. Zreli ganglioneurinom – potpuno se sastoji od zrelih ganglijskih stanica. Nema 
rezidulanih neuroblasta niti prethodno opisanih makroskopskih značajki. 
Scwannomska stroma je obilna, čini preko 50 posto. 
 
 
Tumore bogate stromom karakterizira obilna Scwannomska stroma i znakovi 
diferencijacije neuroblasta dok tumori siromašni stromom sadrže nezrele, nediferencirane 
stanice neuralnog grebena i imaju visok indeks mitoze i kariorekse (MKI). MKI je omjer 
broja stanica s fragmentacijom jezgre u mitozi i u nekrozi na 5000 stanica neuroblastoma. 
Ovisno o tome on može biti nizak (< 2% ili < 100/5000), srednji (2-4% ili 100-200/5000) i 
visok (> 4% ili > 200/5000).  Njegova vrijednost je ovisna i o dobi tako da se za djecu stariju 
od 18 mjeseci on smatra visokim već kod 1 posto (48). 
 
U današnje vrijeme dobro je poznato da histološke značajke neuroblastoma imaju važnu 
prognostičku vrijednost. Najkorisniji sistem podjele je klasifikacija koju je razvio Shimada na 
temelju svoje studije i pokazao povezanost histoloških karakteristika i kliničkog ponašanja 
tumora (48, 49).  
Međunarodna patološka klasifikacija neuroblastoma (INPC – The International 
Neuroblastoma Pathology Classification) prihvatila je Shimadinu podjelu uz određene 
modifikacije. Tumori su svrstani u povoljne i nepovoljne ovisno o stupnju diferencijacije 
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neuroblasta, udjelu Scwannomske strome (stroma-rich i stroma-poor), indeksu mitoze i 
karioreksije i dobi djeteta u vrijeme postavljanja dijagnoze kao što prikazuju Tablica 4. i 
Tablica 5. (50). Ova klasifikacija je značajna i biološki i prognostički. Ona dodatno uvodi 
razliku unutar nediferenciranih tipova dijeleći ih na nediferencirane i slabo diferencirane, 
mijenja ime dobro diferenciranih tumora s puno strome u sazrijevajuće ganglioneuroblastome 
i dodaje podatak o količini strome. Također dodatno razlikuje nodularne 
ganglioneuroblastome analizirajući posebno neuroblastične noduse te ih dijeli na one s 
povoljnom i one s nepovoljnom histologijom (49, 50). 
 
Tablica 4. Tumori s nepovoljnom histologijom po INPC klasifikaciji 
Podtip tumora MKI Dob  
Nediferencirani NB Bilo koji Bilo koja 
Slabo diferencirani NB Visoki Bilo koja 
Slabo diferencirani NB Srednji ≥ 18 mjeseci 
Slabo diferencirani NB Niski ≥ 18 mjeseci 
Diferencirajući NB Visoki Bilo koja 
Diferencirajući NB Srednji ≥ 18 mjeseci 
Diferencirajući NB Nije primjenjivo ≥ 5 godina 
Nodularni ganglioneuroblastom* Nije primjenjivo Bilo koja 
* najmanje jedan od neuroblastičnih nodula ima nepovoljne histološke karakteristike  
Prilagođeno prema: ref. 50. 
 
Tablica 5. Tumori s povoljnom histologijom po INPC klasifikaciji 
Podtip tumora MKI Dob 
Slabo diferencirani NB Srednji < 18 mjeseci 
Slabo diferencirani NB Nizak < 18 mjeseci 
Diferencirajući NB Srednji < 18 mjeseci 
Diferencirajući NB Nizak < 18 mjeseci 
Miješani ganglioneuroblastom Nije primjenjivo Bilo koja 
Nodularni ganglioneuroblastom* Nije primjenjivo Bilo koja 
Ganglioneurom Nije primjenjivo Bilo koja 
* svi neuroblastični noduli imaju povoljne histološke karakteristike  
Prilagođeno prema: ref. 50. 
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2.1.7.2 Dob u vrijeme postavljanja dijagnoze 
 
Prije mnogo godina je primijećeno da dojenčad koja boluje od neuroblastoma ima 
bolju prognozu nego starija djeca, čak i uz minimalno liječenje. Jedna od prvih međunarodnih 
konferencija posvećenih neuroblastomu analizirala je više bioloških karakteristika i njihovu 
povezanost s ishodom. Među njima se posebno  isticao obrnuto proporcionalni odnos dobi u 
vrijeme postavljanja dijagnoze i ishoda liječenja. Trenutno prihvaćena i korištena dobna 
granica od 365 dana temelji se na istraživanjima i zapažanjima Breslowa i McCanna od prije 
više od 40 godina (51). Obzirom da se pokazalo da tumori neke djece i starije od godinu dana 
imaju jako dobar klinički tijek i ishod postavilo se pitanje je li ta granica sasvim točna i 
prihvatljiva za sve bolesnike. Preciznija dobna podjela mogla bi dovesti do toga da neki 
bolesnici do sada svrstavani u visoko rizične na temelju dobi budu ispravno stratificirani i 
tako dobiju manje štetnu terapiju. London i suradnici su 2005. godine revidirali studiju 
Breslowa i McCanna i pokazali da je dob i dalje nezavisni prognostički čimbenik, ali da i 
njegov utjecaj značajno slabi nakon druge godine života bolesnika (52). Analizom preko 3500 
bolesnika u bazama podataka radnih skupina Children's Cancer Group i Pediatric Oncology 
Group  pokazano je da bi granična vrijednost za dob mogla biti oko 18 mjeseci (53, 54). 
Iako postoje neka ograničenja, dok se ne nađe neki novi i pouzdaniji molekularni marker, dob 
će ostati značajan nezavisan prognostički pokazatelj (55, 56). 
 
2.1.7.3 Onkogen MYCN 
 
Jedna od najčešćih genetskih promjena opažena u solidnim tumorima je amplifikacija 
onkogena. Neuroblastom je prvi tumor kod kojeg je identificirana amplifikacija gena MYCN. 
Kao posljedica amplifikacije dolazi do pojačane ekspresije proteina MYCN za kojeg je 
dokazano da vezanjem s drugim jezgrenim proteinima utječe na regulaciju genske ekspresije. 
Taj proteinski kompleks sprječava diferencijaciju stanice, potiče proliferaciju i olakšava smrt 
stanice zbog nestabilnosti DNA (karioreksa) (57). Amplifikacija MYCN je također prva 
promjena onkogena za koju je dokazano da ima prognostičku vrijednost, da je statistički 
značajna, da predstavlja nezavisni prognostički parametar lošeg ishoda te da je njeno 
određivanje nužno za odabir terapijskog protokola. U gotovo jednoj trećini neuroblastoma 
može se naći amplifikacija onkogena MYCN, a koja je direktno povezana s lošim ishodom. 
Brojne studije su jasno pokazale da amplifikacija MYCN-a ima jasan utjecaj na klinički 
agresivni tijek visokorizičnih tumora. Razina ekspresije MYCN-a direktno je povezana s 
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potencijalom rasta neuroblasta. Prihvaćena metoda izbora određivanja amplifikacije je metoda 
fluorescentne hibridizacije in situ  (FISH, engl. fluorescent in situ hybridization) i 
amplificiranima se smatraju one tumorske stanice koje sadrže 10 ili više kopija MYCN-a (58-
65). 
 
2.1.8 Rizične skupine 
 
Do sada opisane prognostičke čimbenike i klasifikacije koristi radna skupina The 
Children’s Oncology Group (COG) kako bi djecu smjestila u tri različite rizične skupine: 
nisku, srednju i visoku. One nam služe za procjenu o tome kolika je vjerojatnost izliječenja i 
oblika primijenjenog liječenja za pojedino dijete. One su odraz trenutne razine znanja o 
neuroblastomu i njegovim biološkim pokazateljima. Kako se otkrivaju nove činjenice ove 
grupe će se zasigurno mijenjati. Tako se posljednja promjena odnosi na dobnu granicu koja je 
u određenima podskupinama podignuta s 12 mjeseci (365 dana) na 18 mjeseci (547 dana), 
Tablica 6. (66). 
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Tablica 6. Rizične skupine prema The Children’s Oncology Group (COG)  
INSS Dob MYCN 
amplifikacija 
DNA 
ploidija 
Histologija 
(INPC) 
Rizik 
I Bilo koja Bilo koja Bilo koja Bilo koja Nizak 
IIa i IIb < 365 dana Bilo koja Bilo koja Bilo koja Nizak 
IIa i IIb > 365 dana Ne Bilo koja Bilo koja Nizak 
IVs < 365 dana Ne Da Povoljna Nizak 
III < 547 dana Ne Bilo koja  Bilo koja Srednji 
III > 547 dana Ne Bilo koja Povoljna Srednji 
IV < 365 dana Ne Bilo koja  Bilo koja Srednji 
IVs < 365 dana Ne Normalna I/ili povoljna Srednji 
IIa i IIb > 365 dana Da Bilo koja Bilo koja Visoki 
III < 547 dana Da Bilo koja Bilo koja Visoki 
III > 547 dana Da Bilo koja Bilo koja Visoki 
III > 547 dana Bilo koja Bilo koja Nepovoljna Visoki 
IV Bilo koja Da Bilo koja Bilo koja Visoki 
IV > 547 dana Bilo koja Bilo koja Bilo koja Visoki 
IV >365 <547 Da I/ili normalna Nepovoljna Visoki 
IVs < 365 dana Da Bilo koja Bilo koja Visoki 
Preuzeto iz: ref. 66. 
 
 
2.1.9 Spontana regresija neuroblastoma 
 
Potpuno ili djelomično nestajanje malignog tumora bez aplikacije bilo kakve 
protutumorske terapije ili postupka naziva se spontanom regresijom (67). Iz dosadašnjih 
publikacija vidljivo je da 5 do 10% neuroblastoma regredira bez terapije, a tako visok 
postotak nije zabilježen niti kod jednog drugog tumora. Do spontane regresije najčešće dolazi 
kod pacijenata sa stadijem 4S (68, 69). Klinički se regresija tumora manifestira njegovim 
potpunim nestankom ili sazrijevanjem, odnosno prelaskom u zreli, benigni oblik 
ganglioneurom. Nužan je ipak oprez, budući da, iako izrazito rijetko, može doći do relapsa 
nakon spontane regresije (70).  
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Još uvijek ne postoji uniformni biološki marker ili prognostički čimbenik pomoću kojeg 
bi mogli sigurno prepoznati pacijente kod kojih će tumor spontano regredirati. Trenutno 
postoje tri hipoteze o tome na koji način dolazi do regresije: (I) imunosni napad na tumor, (II) 
spontana diferencijacija i (III) sazrijevanje i kašnjenje u normalnom razvojnom signalu za 
apoptozu (67, 71-73). Ovakva klinička raznolikost potiče na istraživanje čimbenika 
diferencijacije i apoptoze kako bi se bolje razumjela priroda neuroblastoma, brže ga se 
dijagnosticiralo i preciznije odredilo prognozu i liječenje. 
 
2.2 Imunosni sustav i tumor 
 
2.2.1 Apoptoza – programirana smrt stanice  
 
Apoptoza je biološki fenomen u kojem aktivni, uređeni niz događaja dovodi do smrti 
stanice, stoga ju termin – programirana stanična smrt zorno opisuje. Ona je ključna za 
održavanje homeostaze u višestaničnim organizmima. U ranim fazama embrionalnog razvoja 
u sisavaca nužna je ravnoteža proliferacije stanice i smrti stanice kako bi nastali, odnosno 
kako bi se razvili organi normalne veličine i funkcije. Jedan dobar i jasan primjer je razvoj 
prstiju šake gdje do razdvajanja prstiju dolazi upravo apoptozom epitelnih stanica (74).  
Onemogućavanje normalnog procesa apoptoze može dovesti do razvoja autoimunih 
bolesti i karcinoma, dok pojačana stimulacija apoptotskog mehanizma može dovesti do 
gubitka nekih stanica, na primjer neurona kod razvoja neurodegenerativnih i 
neuromuskularnih bolesti (5). 
Apoptoza može biti pokrenuta na više načina. Različiti su aktivatori apoptoze: 
zračenje, citostatici i drugi putevi kojima nastaje oštećenje DNA, nedostatak čimbenika rasta, 
onkogeni, hipoksija, te aktivacija specifičnih receptora na površini stanice. Danas najbolje 
istraženi receptori čijom se aktivacijom može pokrenuti apoptoza su Fas, TNFR1, DR3, DR4, 
DR5, TRAIL-R3, TRAIL-R4 koji vezanjem liganda (FasL, TNF, TWEAK i TRAIL) 
započinju unutarstanično signaliziranje (5, 75, 76).  
Glavni izvođači apoptoze su unutarstanični enzimi kaspaze. Kaspaze se unutar stanice 
nalaze u inaktivnom obliku, ali nakon primanja specifičnog signala, npr. nakon vezanja 
specifičnog liganda na receptor na staničnoj membrani, prelaze u aktivni oblik. Kaskadnim 
procesom aktivira se niz nizvodnih kaspaza te na kraju proteaze i nukleaze koje uzrokuju 
cijepanje specifičnih proteina, kondenzaciju kromatina i na kraju fragmentaciju jezgre i 
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raspad stanice u apoptotska tjelešca. Sve to ima za posljedicu i specifične morfološke 
karakteristike stanice u apoptozi vidljive pod svjetlosnim mikroskopom (76-78).  
Iako se mogu i preklapati, najčešće se opisuju vanjski i unutarnji put aktivacije 
apoptoze. Do danas su dobro opisana četiri apoptotska puta (Slika 2.) (79). 
Vanjski, receptorski put, gdje nakon vezanja liganda na receptor dolazi do formiranja 
signalnog kompleksa koji inducira smrt, DISC-a (engl. death-inducible signalling complex) 
što za posljedicu ima aktiviranje prokaspaze 8. Kaspaza 8 može djelovati na dva načina. Može 
aktivirati prokaspazu 3 koja cijepa ciljne proteine i tako dovodi do apoptoze ili aktivirati jedan 
proapoptotički protein, Bid, koji tada inducira umetanje aktivatora nazvanog Bax u vanjsku 
mitohondrijsku membranu nakon čega slijedi oslobađanje citokroma c iz mitohondrija koji 
zajedno s čimbenikom aktivacije apoptoze Apaf 1 (engl. apoptosis activating factor) i 
prokaspazom 9 formira kompleksnu molekulu, apoptosom. Apoptosom tada aktivira 
prokaspazu 3 (79-83). 
Kod unutarnjeg, mitohondrijskog puta, mitohondrij je direktno ili indirektno potaknut 
na proizvodnju apoptosoma. Ovaj put kontroliraju porodica Bcl-2 proteina (reguliraju 
otpuštanje citokroma c), inhibitori kaspaza IAP (engl. inhibitor of apoptosis proteins), zasebni 
mitohondrijski aktivatori kaspaza Smac i regulatori inhibitora kaspaza Omi120 (84, 85). 
Apoptosom je također pod utjecajem protoonkogena protimozina alfa (Pro-T) i jednog tumor 
supresorskog proteina PHAP (engl. putative HLA-DR-associated protein) (86). Unutarnji put 
može biti i neovisan o kaspazama i odvijati se preko najmanje dva različita proteina, 
čimbenika indukcije apoptoze AIF (engl. apoptosis inducing factor) i endonukleaze G 
(EndoG) (87, 88). 
Do danas znamo za još najmanje dva puta. Jedan je kaspaza-2 ovisni put kod kojeg 
oštećenje DNA dovodi do aktivacije prokaspaze 2, otpuštanja citokroma c i formiranja 
apoptosoma. Drugi je, kaspaza-neovisni, granzimski put, gdje granzim A (GrA) uz pomoć 
perforina dovodi do smrti stanice (89-92). 
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Slika 2. Unutarnji i vanjski putevi apoptoze 
Preuzeto iz: ref. 79. 
 
Dva su glavna razloga zašto su apoptoza, njeni mehanizmi, pokretači i izvršni 
čimbenici toliko zanimljivi istraživačima tumora, odnosno neuroblastoma. Prvi je što postoje 
teorije koje govore u prilog da je neuroblastom u stvari embrionalni tumor i da nastaje zbog 
poremećaja ili izostanka normalnog apoptotskog signala. Spontana regresija nekih oblika 
neuroblastoma bi stoga, prema nekim autorima, bila samo posljedica zakašnjelog normalnog 
razvojnog signala za apoptozu. Drugi razlog je što imunosni sustav organizma preko 
citotoksičnih limfocita inducira apoptozu tumorskih stanica, iako i tumor može potaknuti 
apoptozu stanica imunosnog sustava (93-96). 
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2.2.2 Citotoksični T limfociti 
 
Citotoksični T limfociti (CTL) su stanice koje uništavaju stanice zaražene virusima, 
tumorske stanice, a sudjeluju i u odbacivanju transplantata. Oni su još poznati kao stanice 
pozitivne na CD8  obzirom da na svojoj površini imaju izražen glikoprotein CD8. Prepoznaju 
svoje ciljne stanice vezanjem na antigen povezan s  glavnim sustavom tkivne snošljivosti, 
MHC I (engl. major histocompatibility complex). Mogu biti i inaktivirani putem nekih 
molekula kao što su interleukin-10 ili adenozin koje luče regulatorne T stanice i na taj način 
spriječiti razvoj nekih autoimunih bolesti (97). Interakcija imunosnog sustava i tumora odvija 
se putem brojnih i raznovrsnih stanica i efektorskih molekula. Obzirom da većina tumora 
eksprimira MHC I na površini svojih stanica, a uglavnom nema molekule MHC II potrebne za 
prepoznavanje T limfoicitima CD4, dominantne stanice, sposobne za prepoznavanje tumora 
su citotoksični T limfociti CD8+. Dodatna ekspresija adhezijskih molekula poput 
međustaničnih adhezijskih molekula (ICAM – engl. intracellular adhesion molecule) koje se 
vežu za transmembranski receptor LFA-1 (engl. Lymphocyte function-associated antigen 1) 
ključna je za prepoznavanje tumora od strane CTL-a. Konformacijska promjena LFA-1 nastat 
će nakon prepoznavanja specifičnog kompleksa MHC i to će pojačati adheziju tumorskih 
stanica i CTL-a (98, 99). 
Dva su glavna puta kojima citotoksični T limfociti izvršavaju svoju funkciju: preko 
litičkih granula ili preko receptora stanične smrti (Slika 3.) (100). Litičke granule su 
modificirani lizosomi koji sadrže citotoksične proteine. Iako su oni (perforin, granzimi) 
pohranjeni u aktivnom obliku i učinkovito uništavaju ciljne stanice, nisu toksični za stanicu u 
kojoj se nalaze. Ranije se vjerovalo da je to zbog proteglikana koji se vežu na citotoksične 
proteine zbog niskog pH unutar granula. Nakon oslobađanja iz granula raste pH okoline i tako 
nastaju uvjeti za raskidanje veze citotoksičnih proteina i proteoglikana (101-105). Ovaj 
mehanizam, međutim, ne objašnjava zašto su perforin i granzimi inaktivni tijekom sinteze 
kada prolaze kroz endoplazmatski retikulum gdje su i pH i koncentracija kalcijevih iona 
pogodni za njegovo djelovanje, odnosno raskidanje veze s proteoglikanima. Dokazana je i 
uredna funkcija stanica koje imaju manjak proteoglikana. Pretpostavka je da postoji dodatni 
mehanizam zaštite kao i drugi transportni put citotoksičnih proteina od mjesta sinteze do 
pohrane u granulama (106, 107).  
 
 
 
  24 
 
 
Slika 3. Uklanjanje tumorske stanice od strane CTL-a putem interakcije Fas/FasL  
Preuzeto i modificirano iz: ref. 100. 
 
 
2.2.3 Interakcija imunosnog sustava i tumora 
 
Važnu ulogu u nastanku tumora ima interakcija zloćudnih stanica i imunosnog 
sustava. Ako imunosni sustav ne prepozna promijenjenu stanicu i ne ukloni je, to može 
dovesti do razvoja tumora. S druge strane, tumorske stanice koriste različite mehanizme kako 
bi izbjegle imunosni odgovor domaćina. Do sada poznate mehanizme su dobro opisali Igney i 
Krammer u svome radu (108, 109), a nama najzanimljiviji su mehanizam izbjegavanja 
apoptoze i mehanizam tumorskog protunapada. Sposobnost tumora, odnosno tumorske 
stanice da izbjegne imunosnom sustavu je ključna za njegov nastanak i rast. Međutim, postoji 
i dodatno svojstvo tumorskih stanica, a to je da induciraju apoptozu aktiviranih limfocita koji 
infliltriraju tumor. Na taj način tumor napada obrambeni sustav organizma što se naziva 
„tumorskim protunapadom“ (8). Postoje dokazi da se ova interakcija tumora i imunosnog 
sustava odvija putem sustava Fas/FasL (Slika 4.). 
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Slika 4. „Tumorski protunapad“ na CTL-e putem Fas/FasL interakcije 
Preuzeto i modificirano iz: ref. 100. 
 
 
 
Mehanizmi kojima tumori i drugi patogeni izbjegavaju odgovor imunosnog sustava su 
opisani u brojnim radovima i o njima se još uvijek vodi rasprava (110-112). Ono što najviše 
zaokuplja pažnju je sposobnost tumora i virusa da prekinu puteve stanične smrti ovisne o 
receptorima smrti. Danas je također poznato da i putevi stanične smrti uzrokovani 
citotoksičnim granulama mogu biti zaustavljeni unutarstaničnim serpinima, serinskim 
ihibitorima proteaza. Otkriveno je da jedan od tih endogenih serpina, PI9, inhibira granzim B 
koji je jedan od izvršnih čimbenika apoptoze. Postoji teza da bi pojačanom ekspresijom PI9 
stanica mogla blokirati granzim B i tako spriječiti svoje uništenje (113, 114). Naravno, iako 
brojni i različiti tumori u ljudi i miševa eksprimiraju serpine, još uvijek nema dokaza da je 
granzim B ključno oružje imunosnog obrambenog sustava u eradikaciji tumora. 
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2.2.3.1 Fas/FasL sustav (smrt stanice putem receptora)  
 
 
Jedan od prvih otkrivenih i dobro proučenih puteva pokretanja apoptoze općenito i u 
tumorima je putem receptora stanične smrti Fas i FasL. Apoptoza se pokreće kada stanica 
koja ima izražen Fas (CD95/APO-1) na svojoj površini dođe u kontakt sa stanicama s 
izraženim Fas ligandom (FasL), kao što su aktivirani T limfociti (100, 115-122). Fas je 
membranski glikoprotein tipa I koji se ubraja u obitelj receptora čimbenika nekroze tumora i 
rasta živčanih stanica (TNF i NGF) (100). Fas ligand je membranski protein tipa II iz iste 
obitelji. Otkriveno je da njegov izvanstanični dio (C terminalna regija) sadrži iste značajke 
kao i drugi članovi TNF obitelji poput TNF-α, CD30 i CD40 liganda, limfotoksina i TRAIL-a 
(ligand povezan s TNF-om koji inducira apoptozu ovisnu o TNF, engl. TNF related 
apoptosis-inducing ligand) (123, 124).  FasL se može odcijepiti s površine stanice na kojoj je 
izražen pomoću metaloproteaza ispuštenih iz stanice, a čini se da taj topivi, slobodni oblik 
ima manju mogućnost induciranja apoptoze (125, 126). 
Fas/FasL sustav također je značajan sudionik u stjecanju tolerancije na vlastita tkiva i 
ublažavanja, odnosno kontrole imunosne reakcije koja se odvija u timusu, a posredovana je T 
limfocitima (127).  Dokazano je da ima ulogu i u deleciji aktiviranih T stanica i tako direktno 
utječe na njihovu homeostazu (123). Ovaj sustav posjeduje i izvršnu ulogu u ciljanom 
uništavanju virusom inficiranih ili premalignih stanica kao i u formiranju imunoprivilegiranih 
tkiva (93, 100). 
Fas je normalno izražen u raznim tkivima, a posebno u timusu, jetri, srcu i bubregu. 
Ekspresija Fas liganda je, s druge strane, zabilježena na aktiviranim T limfocitima i NK 
stanicama (128). U posljednje vrijeme, FasL je zamijećen i na drugim stanicama. Apoptoza 
pokrenuta interakcijom Fas liganda i njegovog receptora ovisna je o kaspazama. To su 
cisteinske proteaze, među kojima se kaspaza 3 smatra glavnim izvršiteljem, a kaspaze 8 i 9 
aktivatorima ili drugih kaspaza ili proapoptotičkih proteina (128). 
Nakon vezanja Fas i FasL-a dolazi do brze trimerizacije Fas-a i organiziranja njegovih 
unutarstaničnih dijelova (DD – domena smrti) u FADD (engl. Fas associated death domain) 
(129). Posljedica tog udruživanja je vezanje i aktivacija prokaspaze-8 (113). Njen aktivni 
oblik, kaspaza-8 dalje provodi apoptozu na dva načina (Slika 5. i 6.). Prvi je direktno 
cijepanje i aktivacija izvršnih kaspaza nizvodno u apoptotskom ciklusu (npr. kaspaze-3), a 
drugi indirektno aktiviranje izvršnih kaspaza putem citokroma c oslobođenog iz mitohondrija 
(113, 130). 
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Slika 5. Unutarstanični putevi apoptoze nakon vezanja liganda za receptor 
Preuzeto iz: ref. 12. 
 
 
 
Mitohondrijski proteini Bcl-2 i Bcl-xL blokiraju kaskadnu aktivaciju kaspaza na 
indirektnom putu, ali ne i na direktnom (113). Čini se da različite T stanice koriste različite 
unutarstanične puteve (113).  Aktivacija kaspaza indirektnim putem se može zamijetiti i kod 
apoptoze inducirane oksidansima, kemijskim agensima ili UV-zračenjem (131). 
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Slika 6. Mehanizam aktiviranja i odvijanja apoptoze nakon vezanja liganda na receptor 
Preuzeto iz: ref. 132. 
 
 
 
Većina neuroblastoma kao i stanične linije neuroblastoma pokazuju Fas ekspresiju. 
Neke su studije prikazale odsutnu ili slabu ekspresiju gdje se ona mogla povezati s lošom 
prognozom. Međutim, u nekim je istraživanjima opaženo da iako je ekspresija Fas-a prisutna, 
stanice su otporne na apoptozu putem Fas-a. S druge strane, potvrđeno je da određeni 
kemoterapeutici induciraju apoptozu tumorskih stanica putem Fas/FasL sustava te da o tim 
procesima ovisi i kemorezistencija pojedinih tumora.  
 
2.2.3.2 Perforin (smrt stanice putem citotoksičnih granula)  
 
Toksini pohranjeni u citoplazmatskim granulama, od kojih glavninu čine perforin i 
obitelj strukturno sličnih serinskih proteaza – granzima, oslobađaju se egzocitozom iz 
citotoksičnih T limfocita i induciraju apoptozu u ciljnim stanicama (133). Ovaj je tip apoptoze 
ciljnih stanica ovisan o kaspazama, iako može biti i neovisan o njima (134, 135). Istraživanja 
na genetički modificiranim miševima jasno su pokazala da je perforinski put izrazito važan u 
obrani od virusa i promijenjenih stanica (136). Najnovije studije ga prikazuju kao ključnog 
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medijatora imunosnog nadzora nad spontano mutiranim stanicama. Pokazano je da može 
uzrokovati neke autoimune bolesti kao što je diabetes ovisan o inzulinu u miševa, ali i 
suprimirati, odnosno spriječiti druge, npr. poput eksperimentalnog autoimunog 
encefalomijelitisa. Signalni putevi kojima se odvija egzocitoza su poznati, kao što je i poznato 
da neke tumorske stanice nakon kontakta s citotoksičnim T limfocitima mogu te puteve 
blokirati. Također postoje studije koje pokazuju da je ulazak granzima u stanicu ovisan o 
vezanju na specifični receptor i da pojedini tumori sintetiziraju serpine (inhibitore serinskih 
proteaza) koji mogu neutralizirati granzime i tako izbjeći imunosni odgovor organizma (137, 
138).  
Mehanizam kojim toksini iz granula međusobno surađuju i pokreću apoptozu u ciljnoj 
stanici je posljednjih godina dodatno razjašnjen. Evolucija tih modela se odvijala na  način 
prikazan na Slici 7. Na temelju strukturnih analiza tijekom osamdesetih godina prošlog 
stoljeća, zaključeno je da perforin uzrokuje povećanu membransku propusnost, osmotsku 
nestabilnost i posljedično tome lizu ciljne stanice - nekrozu (Slika 7a.). Desetak godina 
kasnije, kada je otkrivena proapoptotska aktivnost granzima, promijenjen je prethodni model 
u sljedeći – poliperforinske pore služe kao kanali za ulazak granzima u stanicu i indukciju 
apoptoze (Slika 7b). Kasnije, tijekom devedesetih godina (Slika 7c.) dokazano je da su 
perforinski kanali preuski, odnosno uži od samih molekula granzima te da perforin na neki 
drugi način olakšava ulazak granzima u stanicu. Na kraju (Slika 7d.), najnoviji model, koji je 
još uvijek predmet znanstvenih rasprava, govori o stvaranju makromolekularnih kompleksa 
koje čine perforin, granzimi i molekule poput serilglicina (SG) koji se uz pomoć manoza-6-
fosfatnih receptora (MPR) unose u ciljnu stanicu bez značajnog doprinosa perforinskih pora 
(139). 
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Slika 7. Evolucija teorija o smrti stanice ovisnoj o perforinu 
Preuzeto iz: ref. 139. 
 
 
 
Perforin je jedan od proteina, koji se jednom kad je otpušten u blizinu ciljne stanice uz 
prisutnost kalcijevih iona polimerizira, ulazi u membranu i tamo stvara pore. Nije još sasvim 
potvrđeno istraživanjima da li prvo dolazi do stvaranja polimera pa zatim do ulaska u 
membranu ili se polimerizacija događa unutar membrane. Na koji god način se to događa, 
nastaju pore širine 16 nm koje su lipofilne izvana, a hidofilne u središtu. Kroz te novonastale 
otvore u membrani u ciljnu stanicu brzo ulaze voda i elektroliti što naposlijetku dovodi do 
vrlo brze smrti stanice. Pretpostavka je da kroz taj otvor u membrani ulaze i ostali citotoksični 
čimbenici iz granula, u prvom redu granzimi, proteolitički enzimi, iako postoji studija koja 
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upućuje na to da je granzimska molekula veća od novostvorenih pora i da stoga na neki drugi 
način ulazi u stanicu. Da li se perforin direktno veže za membranu ili putem specifičnog 
receptora još nije poznato. Pokazalo se i da NK stanice istovremeno s perforinom oslobađaju i 
čimbenik aktivacije trombocita (PAF). Berthou i suradnici (2000) su pokazali da stanične 
linije osjetljive na perforin imaju prisutnu ekspresiju PAF receptora na membrani dok 
stanične linije neosjetljive za perforin nemaju, što upućuje da je ekspresija PAF receptora na 
membrani ciljne stanice nužna za citolitičku aktivnost perforina (140). Granzimi su grupa 
serinskih proteaza, s najvećim udjelom granzima B koji nakon ulaska u stanicu aktivira, 
odnosno cijepa određene prokaspaze i tako pokreće cijelu kaskadu događaja koji dovode do 
smrti stanice (141, 142).  
Protutmetastatska aktivnost NK stanica, bilo prirodna bilo inducirana pomoću IL-12 je 
ovisna o perforinu. To je dokazano na raznim tumorima, poput melanoma, karcinoma prostate 
i dojke (143). Pokazano je i da NK stanice s manjkom perforina imaju sposobnost regulacije 
ekspresije Fas-a na nekim tumorskim stanicama i indukcije apoptoze putem sustava Fas/FasL 
(144). Nadalje, inhibitori apoptoze mogu blokirati ove procese (144, 145). Izazivanje smrti 
stanice putem citotoksičnih granula ima vrlo važnu ulogu in vitro. Poznato je da je jedno od 
najuspješnijih CTL cjepiva protiv agresivnih mišjih tumora ovisno o perforinskom putu 
izazivanja smrti stanice (146). S druge strane, jasno je i da neki procesi odbacivanja tumora 
putem CTL-a nisu ovisni o perforinu (147-149). Ipak, treba napomenuti da je u većini tih 
studija gdje su korišteni citotoksični T limfociti deficijentni u ekspresiji perforina, u 
zaustavljanju rasta tumora imala ulogu sekrecija citokina poput IFN-gama i TNF.  
Jasno je da je imunosuprimiranost predisponirajući čimbenik za razvoj nekih tumora i 
da imunosni nadzor ima važnu ulogu u tom razvoju (150-153). Sva ta istraživanja naglašavaju 
ulogu stanica koje eksprimiraju perforin na svojoj površini u prevenciji razvoja tumora i to 
osobito limfatičkog podrijetla. Pitanje je mogu li citotoksični limfociti spriječiti i druge 
epitelne ili embrionalne tumore. Mogućnost pojačanja, odnosno modulacije njihove aktivnosti 
mogla bi biti značajan dodatak sadašnjim onkološkim protokolima liječenja. Objavljeni su 
radovi koji upućuju da su kemijski inducirani sarkomi i adenokarcinom pluća povezani s 
ekspresijom i funkcijom perforina (154). Napredak u području molekularno bioloških tehnika 
i predklinički modeli tumora epitelnih karcinoma pokazali su povezanost ekspresije perforina 
i razvitka karcinoma prostate, dojke i kolona. Možda najveći nedostatak takvih modela je što 
se najčešće tumorske stanice iz kulture stanice injiciraju imunokompromitiranoj životinji pa 
tako nemamo adekvatni imunosni odgovor (155, 156). Ti modeli će možda pokazati na kojoj 
razini razvoja tumora se uključuje perforinski put (hiperplaziji, karcinoma in situ ili kod 
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invazivnog karcinoma) i kako djeluje na njega. Do sada nije objavljena studija o povezanosti 
bioloških značajki neuroblastoma i perforina (157). 
 
2.2.3.3 Protein toplinskog šoka - HSP70 
 
Ekspresija proteina toplinskog šoka (engl. heat shock protein - HSP) opažena je u 
raznim uvjetima, poput izloženosti visokoj temperaturi, teškim metalima, oksidansima i 
infekcijama. Njihova je uloga zaštita stanice kod izlaganja štetnim, stresnim čimbenicima 
(158). Oni omogućavaju normalnu funkciju proteinima pa ih se često naziva molekularnim 
čuvarima ili pratiteljima. Molekularni pratitelji - šaperoni (engl. chaperon) omogućuju 
pravilno smatanje proteina u trodimenzionalnu strukturu i tako onemogućavaju interakcije 
proteina štetne za stanicu (159). 
Nakupljanje pratitelja zabilježeno je u brojnim patološkim stanjima kao i u tumorima 
(160). Imaju značajnu ulogu u normalnom staničnom ciklusu kao i u apoptozi (161). Jedna od 
teorija kako granzim B ulazi u stanicu jest da se to odvija uz pomoć HSP70 (162). Posebna 
značajka HSP70 je njegov zaštitni učinak na stanice. Više studija je dokazalo da je 
mehanizam zaštite stanice putem inhibicije apoptoze (163). Ovi autori dokazali su da HSP70 
štiti stanicu od brojnih proapoptotskih agensa kao što su oštećenje DNA, zračenje ili neki 
citostatici. Njegova pojačana ekspresija je povećala transformaciju stanica dok je njegova 
smanjena ekspresija bila dovoljna da ubije tumorske stanice pokretanjem apoptoze (164). 
Postoje dokazi da svoju antiapoptotsku funkciju HSP70, između ostalog, ostvaruje 
djelovanjem na prokaspazu-9, ali putem koji ne ovisi o kaspazama, već putem inhibicije Bcl-2 
proteina koji inače potiče oslobađanje citokroma c iz mitohondrija i formiranje apoptotskog 
kompleksa, apoptosoma (163-165).  
Povezanost ekspresije HSP70 i slabo diferenciranih tumora u visokim stadijima s 
lošom prognozom pokazana je u različitim tumorima što sugerira njegov potencijal da bude 
nezavisni prognostički čimbenik. Ta povezanost je dokazana kod karcinoma dojke, želuca, 
debelog crijeva, mokraćnog mjehura i usne šupljine (166-171). Naravno, nasuprot tome, 
postoje dokazi o povezanosti ekspresije HSP70 i ranih stadija tumora s dobrom prognozom 
kod karcinoma jednjaka, melanoma i nefroblastoma (172-175). Povezanost nije nađena kod 
karcinoma prostate, jajnika, jezika ili osteosarkoma (176-179).  Obzirom da nema podataka o 
povezanosti ekspresije HSP70 i kliničkih, odnosno bioloških karakteristika neuroblastoma 
namjera nam je istražiti da li ta povezanost postoji kako bi se priroda ovog dječjeg tumora 
bolje razumjela.  
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3 MATERIJALI I METODE 
 
3.1 Materijal 
 
Ispitivanja su izvršena na tumorskom tkivu neuroblastoma dobivenom biopsijom. 
Uključeni su samo uzorci ispitanika koji su izuzeti prije započete kemoterapije ili 
radioterapije. Tumorsko tkivo je nakon kirurškog zahvata uklopljeno u parafinske blokove na 
Kliničkom zavodu za patologiju i citologiju KBC-a Zagreb te na Katedri za patologiju 
Medicinskog fakulteta u Zagrebu. Iz tumorskog tkiva su određeni histološka dijagnoza 
neuroblastoma, MKI, status onkogena MYCN i ploidija tumorskih stanica. Iz HE preparata 
određena je histološka klasifikacija tumora prema Međunarodnoj histopatološkoj klasifikaciji 
(INPC, modificirana Shimadina klasifikacija) na osnovi morfoloških indikatora, odnosno 
ovisno o mitotskom kariorektičnom indeksu te stupnju neuroblastičke diferencijacije. 
Dobiveni podaci su se uz pomoć dobi ispitanika u vrijeme postavljanja dijagnoze razvrstali u 
histološki povoljnu skupinu (PH) i histološki nepovoljnu skupinu (NH) - Tablica 4. i Tablica 
5. (48, 49, 50, 180, 181). 
 
 
3.2 Imunohistokemijske metode 
 
Imunohistokemija je metoda koja omogućuje prikazivanje specifičnih antigena u 
tkivu. Temelji se na prepoznavanju antigena od strane za njega specifičnog, primarnog 
protutijela. Primarno protutijelo se veže na antigen, međutim to se još ne može vidjeti 
svjetlosnim mikroskopom. Stoga se u postupku dodaje sekundarno protutijelo, koje će se 
vezati na primarno. To protutijelo može biti obilježeno fluorescentnom bojom i tada se taj 
postupak naziva imunofluorescencija ili biti, kao u ovom istraživanju, konjugirano s 
enzimom, peroksidazom. Nakon toga se dodaje kromogen kojeg enzim razgrađuje i 
precipitira na mjestu interakcije antigena i primarnog protutijela i ta precipitacija je ono što se 
promatra na svjetlosnom mikroskopu. Da bismo uzorak tkiva mogli analizirati prvo ga je 
potrebno fiksirati, odnosno očuvati stanice bez oštećenja ili raspadanja. Uklapanjem u parafin 
tkivo se fiksira bez toplinskog i kemijskog oštećenja. Parafinske kocke s tumorskim tkivom 
narezane su na više uzastopnih rezova, po jedan rez na jedno predmetno staklo, svaki rez 
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debljine 5 µm. Nakon rezanja preparati se deparafiniziraju te zadnji u nizu boji hemalaun-
eozinom (HE) kako bi se provjerilo ima li u materijalu još tumorskog tkiva. 
Deparafinizacija i digestija je rađena u PTLinku (Dako, Danska).  
Za imunohistokemiju korišteni su pripremljeni neobojeni rezovi, po uputama 
proizvođača, te sustav bojenja DAKO Autostainer. Za vizualizaciju protutijela Fas (B10) 
(Santa Cruz, USA) te CD8 (DAKO, Danska) korišten je komplet EnVision (DAKO, Danska) 
dok je za FasL (N-20), HSP70/HSC70 (W27) i perforin 1 (H-315) protutijela (sva od Santa 
Cruz, USA) korišten komplet LSAB+ (DAKO, Danska). Sva navedena protutijela razrijeđena 
su u omjeru 1:50, a inkubacija je trajala 30 min. Na kraju su rezovi kontrastirani hemalaunom. 
Kao pozitivna kontrola za protein Fas korištena je sluznica tankog crijeva, za FasL epitel 
nazofarinksa, za HSP70/HSC70  koža, za perforin slezena te za CD8 limfni čvor prema 
uputama proizvođača. Imunohistokemijsko bojanje se izvodilo u aparatu Dako autostainer 
(Dako, Danska). Postupak imunohistokemijskog bojanja je bio sljedeći: preparat je prvo 
inkubiran kroz 5 minuta u fosfatnoj otopini koja sadrži vodikov peroksid, 15 mmoL NaN3 i 
deterdžent (EnVision™ FLEX Peroxidase-Blocking Reagent) te nakon toga ispran puferom 
(EnVision™ FLEX Substrate Buffer). Slijedilo je kapanje primarnog antitijela s inkubacijom 
od 30 minuta. Sva protutijela su bila razrijeđena u omjeru 1:50, a njihove karakteristike su 
sljedeće: Fas – mišje monoklonalno IgG1; FasL - zečje poliklonalno IgG protutijelo; CD8 - 
mišje monoklonalno IgG1; perforin - zečje poliklonalno IgG protutijelo i Hsp70 – mišje 
monoklonalno IgG protutijelo. Nakon inkubacije protutijelom preparat je ispran (EnVision™ 
FLEX Wash Buffer) i u trajanju od 30 minuta inkubiran sekundarnim protutijelom 
(EnVision™ FLEX /HRP – kompleks dekstrana i molekula peroksidaze te kozjih sekundarnih 
protutijela protiv mišjih ili zečjih imunoglobulina). Ponovljeno je ispiranje (EnVision™ FLEX 
Wash Buffer) i nakon toga apliciran kromogen, otopina DAB (EnVision™ FLEX DAB+ 
Chromogen 3,3’-diaminobenzidin tetrahidroklirid) u razrijeđenju 1:400 i trajanju 10 minuta. 
Potom je preparat ispran u destiliranoj vodi, dodan (radi kontrasta) hemalaun kroz 30 sekundi 
te ispran vodovodnom vodom 5 minuta i nakon toga dehidriran alkoholnim nizom do ksilola i 
pokriven pokrovnim staklom. 
Radi usporedbe ponovljeno je i standardno bojanje hemalaun eozinom na rezovima 
debljine 5 µm. Hemalaun boji jezgru plavo i dobro prikazuje jezgrine detalje - kromatin, 
membranu i jezgricu, a eozin različitim intenzitetom crvene boje boji eritrocite crveno, 
mišićna vlakna crvenkasto ružičasto, a vezivo ružičasto. Kod standardnog hemalaun eozin 
bojanja prvo je provedena deparafinizacija i rehidracija na sljedeći način. Parafinski rezovi 
tkiva su deparafinizirani u ksilenu 3x3 minute, a potom rehidrirani u padajućem nizu etanola 
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(u 100% etanolu 3 puta po 3 minute, 3 minute u 96% etanolu i 3 minute u 70% etanolu) i 
potom kroz 5 minuta u destiliranoj vodi. Slijedilo je bojenje hemalaunom tako da je kroz 3 
minute dodan hemalaun nakon čega je preparat ispran u destiliranoj vodi. Slijedi plavljenje u 
vodovodnoj vodi kroz 5 minuta, te odbojavanje u kiselom alkoholu 8 do 12 puta. Ispiranje u 
vodovodnoj vodi 2 puta po 1 minuta i u destiliranoj kroz 2 minute. Za bojenje eozinom i 
dehidraciju dodan je eozin kroz 30 sekundi, a potom u 96% etanolu 3 puta po 5 minuta, 100% 
etanolu 3x5 min i naposlijetku ksilolu 3x15 min. 
  
Određivanje broja citotoksičnih T limfocita 
Broj citotoksičnih T limfocita (stanica pozitivnih na CD8) određen je brojanjem na 
sljedeći način: koristeći mikroskop Olympus BX40 i povećanje objektiva x40 uslikala su se 
tri vidna polja unutar područja najveće gustoće pozitivnih stanica (engl. „hot spots“), koristeći 
kameru Hitachi. Broj limfocita izražen je kao prosječan broj po vidnom polju. 
 
 Određivanje udjela stanica pozitvnih na Fas i FasL  
Za protutijela Fas i FasL određen je udio pozitivno obojanih stanica neuroblastoma na 
cijelom preparatu u odnosu na ukupan broj stanica. Na pozitivnim stanicama vidljivo je bilo 
bojanje membrane i granula u citoplazmi. Intenzitet reakcije je opisan kao negativan, slabo, 
srednje ili jako izražen. 
 
 Određivanje udjela citotoksičnih T limfocita pozitivnih na perforin 
Za perforinsko protutijelo određen je udio pozitivno obojanih citotoksičnih T limfocita 
u „vrućim točkama“. Na pozitivnim stanicama bilo je vidljivo citoplazmatsko bojanje. 
Intenzitet reakcije je opisan kao negativan, slabo, srednje ili jako izražen.  
 
 Određivanje udjela stanica pozitivnih na HSP70 
Za protutijela HSP70 određen je udio pozitivno obojanih stanica neuroblastoma na 
cijelom preparatu u odnosu na sve stanice. Na pozitivnim stanicama vidljivo je bilo bojanje 
jezgre i citoplazme. Intenzitet reakcije je opisan kao negativan, slabo, srednje ili jako izražen. 
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3.3 Ispitanici 
 
U istraživanje su uključena sva djeca s dijagnozom neuroblastoma operirana na KBC 
Zagreb u razdoblju od 1994. do 2013. godine. Uključeni su samo ispitanici s cjelovitom 
medicinskom dokumentacijom iz koje su određeni sljedeći parametri:  
 dob u vrijeme postavljanja dijagnoze, odnosno dobna skupina,  
 spol,  
 ishodište tumora,  
 stadij neuroblastoma po INSS-u i po INRGSS-u,  
 status onkogena MYCN,  
 DNA sadržaj tumorskih stanica (ploidija),  
 PH i NH skupine na osnovi histološke dijagnoze,  
 MKI i dobi po INPC,  
 rizične skupine na osnovu kriterija COG, 
 lokalizacija metastaza.  
 
Zabilježeno je i vrijeme praćenja ispitanika, te povoljan ili nepovoljan ishod liječenja 
u tom razdoblju. 
Tijekom navedenog razdoblja dijagnoza neuroblastoma je postavljena kod 74 djeteta. 
Kriterije istraživanja zadovoljilo je njih 42, od kojih je 24 (57,1%) bilo muškog spola. 
Prosječna dob ispitanika bila je 22,5 mjeseci (medijan) (± 18,25 (poluinterkvartilno 
raspršenje), raspon dobi: 0-182). U skupini mlađih od 18 mjeseci nalazilo se 19 (45,2%) 
ispitanika. 
Prema klasifikaciji INSS, u prvom stadiju nalazilo se 17 (40,5%) ispitanika, u drugom 
9 (21,4%), u trećem 6 (14,3%), a u četvrtom stadiju 10 (23,8%) ispitanika. Prema klasifikaciji 
INRGS, u L1 stadiju nalazilo se 20 (47,6%) ispitanika, u L2 stadiju 11 (26,2%) i u M stadiju 
11 (26,2%) ispitanika. Povezanost (Spearmanov koeficijent korelacije) između dviju metoda 
stupnjevanja neuroblastoma iznosi 0,888 (p<0,001) što je visoka podudarnost. 
MYCN amplificiranih tumora bilo je 13 (31,0%), a neamplificiranih 29 (69,0%). 
Povoljna histologija nalazila se kod 24 (57,1%), a nepovoljna kod 18 (42,9%) ispitanika. Na 
osnovi kriterija COG u nisko rizičnoj skupini nalazilo se 25 (59,5%) ispitanika, u srednje 
rizičnoj skupini 6 (14,3%), a u visoko rizičnoj skupini 10 (23,8%) ispitanika. Za jednog 
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ispitanika ne postoji podatak o riziku. Nepovoljan ishod ustanovljen je kod 14 (33,3%) 
ispitanika. 
Primarna lokalizacija tumora, odnosno njegovo ishodište bili su nadbubrežna žlijezda 
(N = 16 (38.1%)), medijastinum (N = 13 (30,9%)), paraspinalni gangliji (N = 10 (23,8%)), 
mala zdjelica (N = 2 (4,8%)) i vrat (N = 1 (2,4%)). 
U svrhu bolje preglednosti i uvida u karakteristike uzorka, podaci su također prikazani 
tablično i slikovno. 
Tablica 7. Karakteristike uzorka (N= 42) 
Varijable Kategorije N (%) 
Spol Muški 24 (57,1%) 
Ženski 18 (42,9%) 
Dob <18 mjeseci 19 (45,2%) 
>18 mjeseci 23 (54,8%) 
INSS klasifikacija 1. Stadij 17 (40,5%) 
2. Stadij 9 (21,4%) 
3. Stadij 6 (14,3%) 
4. Stadij 10 (23,8%) 
INRGSS klasifikacija L1 stadij 20 (47,6%) 
L2 stadij 11 (26,2%) 
M stadij 11 (26,2%) 
MYCN Amplificiranih tumora 13 (31,0%) 
Neamplificiranih tumora 29 (69,0%) 
Histologija Povoljna 24 (57,1%) 
Nepovoljna 18 (42,9%) 
COG rizične skupine Niski rizik 25 (59,5%) 
Srednji rizik 6 (14,3%) 
Visoki rizik 10 (23,8%) 
Ishod Nepovoljan 14 (33,3%) 
Povoljan 28 (66,7%) 
Primarna lokalizacija tumora Nadbubrežna žlijezda 16 (38,1%) 
Medijastinum 13 (30,9%) 
Paraspinalni gangliji 10 (23,8%) 
Zdjelica 2 (4,8%) 
Vrat 1 (2,4%) 
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Slika 8. Raspodjela uzorka po spolu               Slika 9. Raspodjela uzorka po dobi 
 
 
 
 
Slika 10. Broj ispitanika prema stadijima INSS klasifikacije 
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Slika 11. Broj ispitanika prema stadijima INRGSS klasifikacije 
 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 12. Raspodjela uzorka prema 
MYCN amplifikaciji 
 
Slika 13. Raspodjela uzorka prema 
(ne)povoljnosti histologije 
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Slika 14. Broj ispitanika prema COG riziku 
 
 
 
 
 
Slika 15. Raspodjela uzorka prema (ne)povoljnosti ishoda 
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Slika 16. Broj ispitanika prema primarnoj lokalizaciji neuroblastoma 
 
 
3.4 Statističke metode 
 
Obzirom na relativno mali uzorak i značajno odstupanje distribucija rezultata od 
normalne raspodjele, za procjenu ekspresije čimbenika stanične smrti korištene su mjere 
neparametrijske statistike (medijan i poluinterkvartilno raspršenje). Povezanost između 
izraženosti čimbenika stanične smrti, karakteristika uzorka te stadija neuroblastoma, 
ekspresije MYCN, povoljne/nepovoljne histologije, COG rizika, i (ne)povoljnosti ishoda 
ispitana je Spearmanovim koeficijentom korelacije, Mann-Whitney U testom, Kruskal-Wallis 
testom i hi-kvadrat testom. Rezultati su prikazani tablično i grafički. P vrijednosti manje od 
0,05 su se smatrale statistički značajnima. Statistička obrada napravljena je pomoću 
programskog paketa SPSS (Statistical Package for the Social Sciences), verzija 20. 
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4 REZULTATI  
 
 
Ekspresija čimbenika stanične smrti 
 Iz arhive Zavoda za patologiju Kliničkog bolničkog centra Zagreb i Medicinskog 
fakulteta Sveučilišta u Zagrebu odabrali smo 42 preparata tumorskog tkiva uklopljenog u 
parafinske blokove. Prosječan broj CTLa na našim uzorcima iznosi 16 (± 16,125), a određen 
je brojanjem na sljedeći način: koristeći mikroskop Olympus BX40 i povećanje objektiva x40 
uslikala su se tri vidna polja unutar područja najveće gustoće pozitivnih stanica (engl. „hot 
spots“), koristeći kameru Hitachi. Broj limfocita izražen je kao prosječan broj po vidnom 
polju. Minimalna vrijednost je 1, a maksimalna 114. Distribucija je pozitivno asimetrična, što 
znači da se rezultati grupiraju oko nižih vrijednosti. 
 
 
 
 
           Slika 17. Distribucija prosječnog broja CTL-a 
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Slika 18. Imunohistokemijsko bojanje deparafiniziranih preparata tumorskog tkiva na 
mjestima najvećeg nakupljanja limfocita (“hot spot”) pokazuje pozitivno bojanje CD8 
pozitivnih stanica. Ovo povećanje je korišteno i za brojanje pozitivnih stanica. Oko njih se 
vide tumorske stanice. (Olympus BX40, objektiv x40) 
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Analiza ekspresije proteina Fas 
 
 Prosječan udio stanica pozitivnih na Fas je 32,50 (± 29,375), no distribucija nalikuje 
bimodalnoj, što znači da se rezultati grupiraju oko nižih (najčešća je 0) i oko viših vrijednosti 
(najčešća je 90), dok su srednje vrijednosti najmanje zastupljene. Minimalna vrijednost je 0, a 
maksimalna 100%. 
 
 
 
 
 
 
          Slika 19. Distribucija stanica pozitivnih na Fas 
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Slika 20. Imunohistokemijsko bojanje deparafiniziranih preparata tumorskog tkiva. 
Pozitivnim su označene one stanice na kojima je bilo vidljivo bojanje membrane i granula u 
citoplazmi. Pregledan je cijeli preparat i određen je udio stanica pozitivnih na Fas u ukupnom 
broju tumorskih stanica. (Olympus BX40, objektiv x40) 
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Analiza ekspresije proteina FasL 
 
Prosječan udio stanica pozitivnih na FASL je 80,00 (± 20,00). Minimalna vrijednost je 
0, a maksimalna 100%. Distribucija je negativno asimetrična, što znači da se rezultati 
grupiraju oko viših vrijednosti.  
 
 
 
 
              Slika 21. Distribucija stanica pozitivnih na FasL 
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Slika 22. Imunohistokemijsko bojanje deparafiniziranih preparata tumorskog tkiva. 
Pozitivnim su označene one stanice na kojima je bilo vidljivo bojanje membrane i granula u 
citoplazmi. Pregledan je cijeli preparat i određen je udio stanica pozitivnih na FASL u 
ukupnom broju tumorskih stanica. (Olympus BX40, objektiv x40) 
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Analiza udjela citotoksičnih T limfocita pozitivnih na perforin 
 
Prosječan udio CTL-a pozitivnih na perforin je 45,00 (± 25,00), no distribucija 
nalikuje bimodalnoj što znači da se rezultati grupiraju oko nižih (najčešće su 20 i 40), ali i oko 
viših vrijednosti (najčešća je 70). Minimalna vrijednost je 0, a maksimalna 100%. 
 
 
 
 
           Slika 23. Distribucija CTLa pozitivnih na perforin 
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Slika 24. Imunohistokemijsko bojanje deparafiniziranih preparata tumorskog tkiva. Točkasta 
smećkasta obojenost unutar citoplazmi citotoksičnih T limfocita kao prikaz pozitivne reakcije 
protutijelom na perforin. Pregledan je cijeli preparat i određen je udio CTL-a pozitivnih na 
perforin. U okolini se nalaze tumorske stanice. (Olympus BX40, objektiv x40) 
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Analiza ekspresije proteina Hsp70 
 
Prosječan udio stanica pozitivnih na HSP je 70,00 (± 30,00). Minimalna vrijednost je 
0, a maksimalna 100%. Distribucija je negativno asimetrična, što znači da se rezultati 
grupiraju oko viših vrijednosti.  
 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 25. Distribucija udjela stanica s ekspresijom proteina HSP  
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Slika 26. Imunohistokemijsko bojanje deparafiniziranih preparata tumorskog tkiva. 
Pozitivnim su označene one stanice na kojima su nakon imunobojanja antitijelom Hsp70 bili 
vidljivi pozitivni signali u citoplazmi i jezgrama tumorskih stanica. Pregledan je cijeli 
preparat i određen je udio pozitivnih u ukupnom broju tumorskih stanica. (Olympus BX40, 
objektiv x40) 
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Analiza povezanosti ekspresije proteina stanične smrti i anamnestičkih i patohistoloških 
tumorskih parametara 
 Nije ustanovljena statistički značajna povezanost spola uzorka i izraženosti čimbenika 
stanične smrti (provjereno Spearmanovim koeficijentom korelacije i Mann-Whitney U 
testom). Povezanost dobi i izraženosti čimbenika stanične smrti značajna je samo u slučaju 
udjela stanica pozitivnih na FasL (0,535; p<0,001): kod starijih ispitanika udio stanica 
pozitivnih na FasL je veći. 
 
 
Povezanost između izraženosti različitih čimbenika stanične smrti (broj CTL, udio stanica 
pozitivnih na Fas, udio stanica pozitivnih na FasL, udio CTL-a pozitivnih na perforin, udio 
stanica pozitivnih na HSP) 
 
 Statistički značajna povezanost (provjereno Spearmanovim koeficijentom korelacije) 
utvrđena je između udjela stanica pozitivnih na Fas i udjela CTL-a pozitivnih na perforin 
(0,341; p=0,027): što je veći udio stanica pozitivnih na Fas, veći je i udio CTL-a pozitivnih na 
perforin, i između udjela stanica pozitivnih na FasL i udjela stanica pozitivnih na HSP (0,344; 
p=0,026): što je veći udio stanica pozitivnih na FasL, veći je i udio stanica pozitivnih na HSP. 
Ostale povezanosti među čimbenicima stanične smrti, a osobito povezanost ekspresije FasL 
na stanicama neuroblasta i ekspresije Fas-a na citotoksičnim limfocitima nisu statistički 
značajne. 
 
 
Povezanost između spola i dobi uzorka te stadija neuroblastoma, MYCN ekspresije, 
povoljne/nepovoljne histologije, COG rizika i (ne)povoljnosti ishoda 
 
Uspoređene su povezanosti spola sa stadijima neuroblastoma, MYCN ekspresijom, 
povoljnom/nepovoljnom histologijom, COG rizikom i (ne)povoljnosti ishoda (provjereno 
Spearmanovim koeficijentom korelacije i hi-kvadrat testom) i nisu nađene statistički značajne 
razlike. Što se tiče dobi, statistički značajne povezanosti dobivene su s: 
povoljnom/nepovoljnom histologijom (Spearmanov koeficijent korelacije = 0,515; p<0,001; 
Mann Whitney U= 345,500, N1=18, N2=24, p=0,001, Slika 27.), s (ne)povoljnosti ishoda 
(Spearmanov koeficijent korelacije = 0,363, p=0,018; Mann Whitney U= 283,500, N1=14, 
N2=28, p=0,020, Slika 28.), te s COG rizičnim skupinama (Kruskal-Wallis test: χ²=6,837, 
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df=2, p=0,033, Slika 29.): nepovoljna histologija i nepovoljan ishod češći su kod starijih 
ispitanika u ovom istraživanju, kao što je i za starije ispitanike procijenjen veći rizik (COG) 
nego za mlađe. Ostale povezanosti nisu statistički značajne. 
 
Slika 27. Usporedba skupine s povoljnom i skupine s nepovoljnom histologijom obzirom na 
dob 
 
Slika 28. Usporedba skupine s povoljnim i skupine s nepovoljnim ishodom obzirom na dob 
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Slika 29. Usporedba skupina s različitim razinama rizika obzirom na dob 
 
 
Povezanost između stadija neuroblastoma, MYCN ekspresije, povoljne/nepovoljne histologije, 
COG rizika, i (ne)povoljnosti ishoda 
 
 Utvrđene su statistički značajne povezanosti između INSS stadija tumora i COG 
rizičnih skupina (Spearmanov koeficijent korelacije = 0,810, p<0,001; hi-kvadrat test: 
χ²=33,954, df=6, p<0,001), kao i između INRGSS stadija tumora i COG rizičnih skupina 
(Spearmanov koeficijent korelacije = 0,696, p<0,001; hi-kvadrat test: χ²=21,033, df=4, 
p<0,001): kod viših stadija tumora procijenjen je veći rizik; između INSS stadija tumora i 
(ne)povoljnosti ishoda (Spearmanov koeficijent korelacije = 0,488, p<0,001; hi-kvadrat test: 
χ²=15,509, df=3, p=0,001), kao i između INRGSS stadija tumora i (ne)povoljnosti ishoda 
(Spearmanov koeficijent korelacije = 0,511, p<0,001; hi-kvadrat test: χ²=13,998, df=2, 
p=0,001): kod viših stadija tumora, nepovoljan ishod je češći; između ekspresije MYCN i 
povoljne/nepovoljne histologije (Spearmanov koeficijent korelacije = 0,357, p=0,020; hi-
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kvadrat test: χ²=5,347, df=1, p=0,021): u slučajevima s amplificiranim MYCN češća je 
nepovoljna histologija; između ekspresije MYCN i COG rizičnih skupina (Spearmanov 
koeficijent korelacije = 0,428, p=0,005; hi-kvadrat test: χ²=15,138, df=2, p=0,001): u 
slučajevima s amplificiranim MYCN procijenjen je veći rizik; između ekspresije MYCN i 
(ne)povoljnosti ishoda (Spearmanov koeficijent korelacije = 0,510, p=0,001; hi-kvadrat test: 
χ²=10,918, df=1, p=0,001): u slučajevima s amplificiranim MYCN češći je nepovoljan ishod; 
između povoljne/nepovoljne histologije i COG rizičnih skupina (Spearmanov koeficijent 
korelacije = 0,471, p=0,002; hi-kvadrat test: χ²=11,467, df=2, p=0,003): u slučajevima s 
nepovoljnom histologijom procijenjen je veći rizik; između povoljne/nepovoljne histologije i 
(ne)povoljnosti ishoda (Spearmanov koeficijent korelacije = 0,510, p=0,001; hi-kvadrat test: 
χ²=10,938, df=1, p=0,001): u slučajevima s nepovoljnom histologijom češći je nepovoljan 
ishod; između COG rizičnih skupina i (ne)povoljnosti ishoda (Spearmanov koeficijent 
korelacije = 0,652, p<0,001; hi-kvadrat test: χ²=19,328, df=2, p<0,001): kod slučajeva s 
većim rizikom češći je nepovoljan ishod. 
 
 
Povezanost izraženosti čimbenika stanične smrti, stadija neuroblastoma, MYCN ekspresije, 
povoljne/nepovoljne histologije, COG rizika, i (ne)povoljnosti ishoda 
  
 Dobivene su statistički značajne povezanosti između INSS stadija tumora i udjela HSP 
pozitivnih stanica (Spearmanov koeficijent korelacije = -0,543, p<0,001; Kruskal-Wallis test: 
χ²=13,399, df=3, p=0,004; Slika 30.), kao i između INRGSS stadija tumora i  udjela HSP 
pozitivnih stanica (Spearmanov koeficijent korelacije= -0.462, p<0.001; Kruskal-Wallis test: 
χ²=9.166, df=2, p=0,01, Slika 31.): kod tumora nižih stadija utvrđen je veći udio HSP 
pozitivnih stanica u odnosu na tumore viših stadija. 
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Slika 30. Usporedba različitih stadija tumora (INSS klasifikacija) obzirom na izraženost 
stanica pozitivnih na HSP 
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Slika 31. Usporedba različitih stadija tumora (INRGSS klasifikacija) obzirom na izraženost 
stanica pozitivnih na HSP 
 
Mogući razlog zbog kojeg nisu dobivene značajne povezanosti između stadija tumora i 
drugih čimbenika stanične smrti jest mali broj ispitanika po pojedinim stadijima tumora. 
Ukoliko se spoje stadiji I, II i III INSS klasifikacije (broj ispitanika = 32; 76,2%), a 
metastatski stadij IV se ostavi (broj ispitanika=10; 23,8%), osim značajne povezanosti s 
udjelom HSP pozitivnih stanica (Spearmanov koeficijent korelacije = -0,388, p=0,011; Mann 
Whitney U: U= 76,500, N1=32, N2=10, p=0,012), dobiva se i značajna povezanost s udjelom 
FAS pozitivnih stanica (Spearmanov koeficijent korelacije = -0,415, p=0,006; Mann Whitney 
U: U= 70,500, N1=32, N2=10, p=0,007, Slika 32.): što je tumor agresivniji, to je manji udio 
stanica pozitivnih na Fas! 
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Slika 32. Usporedba različitih stadija tumora (INSS klasifikacija) obzirom na udio stanica  na 
FAS 
 
Povezanosti između izraženosti čimbenika stanične smrti i MYCN ekspresije, 
povoljne/nepovoljne histologije, COG rizika i (ne)povoljnosti ishoda nisu statistički značajne 
(provjereno Spearmanovim koeficijentom korelacije, Mann-Whitney U testom i Kruskal-
Wallis testom). 
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5 RASPRAVA 
 
Gotovo svaki originalni rad, pregledni članak ili poglavlje u udžbeniku o neuroblastomu 
počinje istom rečenicom – neuroblastom je poseban tumor, izrazito varijabilnog kliničkog i 
biološkog tijeka. Svrstati pacijenta u ispravnu rizičnu skupinu, osim procjene ishoda, vrlo je 
važno i za odabir liječenja, jer je za određene skupine kirurška terapija dovoljna dok je za 
druge potrebna intenzivna multimodalna terapija sa svim njenim mogućim rizicima i 
nepovoljnim događajima. Stoga se iznova analiziraju postojeći nezavisni rizični čimbenici i 
istovremeno se traga za novim, pouzdanijim i preciznijim (157, 182, 183, 184).  
U ovom istraživanju pokušano je na uzorcima tkiva analizirati korelaciju s različitim 
čimbenicima stanične smrti i tako dati dodatni uvid u biologiju neuroblastoma i način njegove 
interakcije s imunosnim sustavom. Ono što analizu ekspresije bilo kojeg čimbenika u 
neuroblastomu čini dodatno otežanim je i njegova raznolika histološka slika. Postoji sedam 
histoloških tipova neuroblastoma i na većini njih se može na istom preparatu naći mitotski 
aktivne neuroblaste i zrele ganglijske stanice koji sigurno potpuno različito reagiraju s bilo 
kojim protutijelima da dođu u kontakt. 
Promatrajući povezanost ekspresije Fas-a i FasL-a nađeno je samo da postoji 
povezanost između pojačane ekspresije Fas-a i nižih (prva 3) stadija, a smanjene kod četvrtog, 
metastatskog stadija. Qiang-Song Tong i suradnici (185), istražujući ekspresiju Fas i FasL-a 
na stanicama neuroblastoma našli su pojačanu ekspresiju Fas-a i smanjenu ekspresiju FasL-a 
kod prva dva stadija, a suprotno tome, smanjenu ekspresiju Fas-a i pojačanu FasL-a kod 
trećeg i četvrtog. U istom istraživanju također su pronašli povezanost ekspresije Fas/FasL-a s 
povoljnom odnosno nepovoljnom histologijom tumora. Uzorak tog istraživanja kao i metoda 
su gotovo identični ovom istraživanju, a moguće objašnjenje za različite rezultate možda leži 
u tome da su oba uzorka relativno mala, te u činjenici da su Tong i suradnici prema 
dobivenim udjelima pozitivnih stanica rezultate svrstali u četiri skupine, odnosno stupnja, koji 
međusobno nemaju niti jednake razmake niti su utemeljeni na statističkoj analizi. Radi 
dodatne provjere, u ovom istraživanju, mi smo učinili i analizu odredivši skupine na njihov 
način, ali nije dobivena  značajna razlika. S druge strane,  značajan rezultat dobiven je u 
našem istraživanju, kada su tumori grupirani u lokalno ograničene (prva tri stadija) i 
metastatski, četvrti stadij. Tako dobiveni rezultati odgovaraju studiji Takehare i suradnika na 
stanicama hepatocelularnog karcinoma (16). Moguće objašnjenje rezultata ovog istraživanja 
je da tumor smanjenom ekspresijom Fas-a može izbjeći lokalni imunosni odgovor i tako 
metastazirati. Kod stanica kolorektalnog karcinoma primijećeno je, međutim, da se ekspresija 
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Fas i FasL može dovesti u vezu samo s intratumorskom gustoćom krvnih žila (koja govori o 
neoangiogenezi i može se povezati s agresivnijim oblicima tumora), a ne s ostalim 
karakteristikama tumora. U drugim studijama dokazano je da kod stanica kolorektalnog 
karcinoma postoji značajno jača ekspresija FasL u odnosu na normalne stanice kolorektalne 
sluznice (17-20), iako kod jednog određenog podtipa kolorektalnog karcinoma ta povezanost 
nije dokazana (186). Lim i suradnici (21) nisu našli povezanost ekspresije Fas/FasL-a sa 
stadijima adenokracinoma želuca niti s njegovim drugim biološkim i prognostičkim 
čimbenicima. Utvrdili su, međutim, povezanost ekspresije Fas/FasL-a i citotoksičnih T 
limfocita. Našli su statistički značajno smanjen broj limfocita oko FasL pozitivnih regija uz 
jače izraženu apoptozu limfocita. Ovi rezultati sugeriraju da stanice karcinoma želuca putem 
Fas receptora na limfocitima mogu inducirati njihovu apoptozu, što ide u prilog teoriji o 
„tumorskom protunapadu“ (21). Neke studije upućuju na činjenicu da Fas receptor može biti 
prisutan na staničnoj membrani, ali da ne bude aktivan i da se pod određenim utjecajem 
„aktivira“ (22). Ti rezultati ohrabruju jer otvaraju mogućnost da pojačavanjem ekspresije Fas-
a na membrani tumorske stanice ona postane osjetljivija na imunosni napad. 
Ono što je također utvrđeno u ovom istraživanju je statistički značajna povezanost 
između udjela Fas pozitivnih stanica i udjela perforin CTL pozitivnih stanica (0,341; 
p=0,027). Što je veći udio Fas pozitivnih stanica, veći je i udio perforin CTL pozitivnih 
stanica. Obzirom da su Fas/FasL i perforinski put prema mehanizmu djelovanja dva odvojena 
puta, može se samo pretpostavljati da oni kod neuroblastoma djeluju istovremeno, odnosno da 
postoji neki zajednički aktivator. Analizom podataka dobivena je i povezanost između udjela 
FasL pozitivnih stanica i udjela HSP pozitivnih stanica (0,344, p=0,026). Što je veći udio 
FasL pozitivnih stanica, veći je i udio HSP pozitivnih stanica. Moguće je da ova dva puta 
imaju zajedničkog aktivatora, ali prema pretpostavci bi FasL udio trebao biti veći kod 
agresivnijih, metastatskih tumora (u ovom istraživanju takav rezultat nije dobiven), a HSP 
prema ovim rezultatima snižen. Naglasio bih da ova povezanost može biti i slučajna  obzirom 
na veličinu uzorka. 
Nije nađena povezanost ekspresije perforina na citotoksičnim T limfocitima s bilo 
kojom karakteristikom tumora. Nakanishi i suradnici su još prije dvadeset godina pokazali da 
kod nižih stadija kolorektalnog karcinoma (Dukes A) postoji pojačana ekspresija, odnosno 
povećan broj perforin pozitivnih citotoksičnih T limfocita u okolici tumora, a kod viših manji 
i te predložili da je to mehanizam kojim se odvija interakcija tumora i imunosnog sustava 
(187).  
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Najkonzistentnija povezanost bioloških i prognostičkih karakteristika ustanovljena je 
kod analize HSP70. Tumorske stanice imaju veće metaboličke potrebe nego normalna stanica 
i stoga imaju veću potrebu za pratiteljima kao što je HSP70, nego netransformirana stanica 
(188). Istraživanja su pokazala da HSP70 ima značajnu ulogu u zaštiti stanice od brojnih 
proapoptotičkih čimbenika kao što su oštećenje DNA, zračenje ili protutumorski lijekovi 
(163). Poznato je da HSP70 direktno inhibira nekoliko ključnih koraka u unutarnjem i 
vanjskom putu programirane stranične smrti. Na razini receptora HSP70 se veže na receptore 
stanične smrti DR4 i DR5 i na taj način inhibira nastajanje i aktivnost DISC-a. Na 
premitohondrijskoj razini, HSP70 se veže i blokira aktivnost nesavijenog proteina JNK1 
(engl. JunN terminal kinase), također se veže na nefosforiliranu protein kinazu C i Akt i 
stabilizira oba proteina (183). Na mitohondrijskoj razini, HSP70 inhibira translokaciju Bax i 
njegovo umetanje u membranu mitohondrija i na taj način prevenira permeabilizaciju 
membrane i oslobađanje citokroma c i AIF. Na postmitohondrijskoj razini HSP70 se veže 
izravno na Apaf1 i i sprečava prijenos prokaspaze 9 u apoptosom. Tijekom posljednje faze 
apoptoze, kromosomska DNA se razgrađuje pomoću dnaze CAD (engl. caspase activated 
Dnase) nakon aktivacije kaspaze 3. Enzimatska aktivnost i pravilno savijanje CAD je 
regulirano pomoću HSP70. Stoga povećana ekspresija HSP70 u različitim vrstama tumorskih 
stanica povećava njihovu sposobnost preživljavanja, dok je njegova smanjena ekspresija 
dovoljna da omogući apoptozu stanice (164, 189). Ova pojačana ekspresija HSP70 je kod 
većine tumora udružena sa slabom diferencijacijom tumora, višim stadijem bolesti, s lošom 
prognozom i većom rezistencijom tumora na kemoterapeutike i to kod brojnih tumora kao što 
su karcinom dojke, želuca, debelog crijeva, mokraćnog mjehura i  karcinom usne šupljine 
(166-171). Iako je u svim ovim studijama analizirana ekspresija u odnosu na stadij tumora, a 
ne sam način na koji HSP70 djeluje i zašto je pojačano eksprimiran, pretpostavka je svih 
autora da pojačana ekspresija na mitohondrijskoj razini inhibira apoptozu premalignih stanica. 
Međutim, uloga HSP70 kao mogućeg prognostičkog čimbenika je i dalje proturječna. 
Pojačana ekspresija HSP70 kod nižih stadija karcinoma jednjaka udružena je s povoljnijom 
prognozom kao i kod malignih melanoma i nefroblastoma (172-175), dok nije nađena 
povezanost između ekspresije HSP70 i prognoze za karcinome prostate, jajnika  i jezika, kao 
niti osteosarkoma (176-179). Kod neuroblastoma značaj HSP70 nije još dovoljno istražen 
budući da postoji samo jedno istraživanje s relativno malim brojem uzoraka na temelju kojih 
nije moguće izvući detaljnije zaključke. Iz rezultata našeg istraživanja može se zaključiti da je 
HSP70 pojačano izražen kod tumora nižih stadija koji imaju bolju prognozu. Naime, u 
određenim uvjetima povećana ili smanjena ekspresija HSP može utjecati ne samo na 
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programiranu staničnu smrt nego i na proces diferencijacije stanice. Iako se čini da su 
apoptoza i diferencijacija dva suprotna fiziološka procesa, oni imaju zajednička obilježja kao 
što su kondenzacija kromatina i aktivacija kaspaza. Dokazano je da je tijekom diferencijacije, 
oslobađanje mitohondrijalnih apoptotičkih molekula ključno za aktivaciju kaspaza što 
upućuje na to da su kaspaze posrednici između apoptoze i diferencijacije. Vrijeme, intenzitet i 
smještaj kaspaza unutar stanice, mogu je usmjeriti prema smrti ili diferencijaciji, a HSP bi 
mogao biti ključni čimbenik u određivanju njene sudbine. Da HSP imaju značajnu ulogu u 
diferencijaciji stanica zaključilo se iz činjenice da je njegova ekspresija strogo nadzirana 
tijekom različitih stadija staničnog rasta i preobrazbe, kao na primjer tijekom procesa 
enhondralnog stvaranja kosti (190). Tijekom postnatalnog razvoja, u vrijeme kada se događa 
izražena diferencijacija, ekspresija HSP-a strogo je nadzirana u svim tkivima, a posebno u 
stanicama neuralnog tkiva (191). U diferencijaciji K562 eritroleukemijskih staničnih linija 
induciranoj  heminom, povećano su inducirani geni koji kodiraju HSP. Kada se diferencijacija 
hematopoetskih stanica potakne s M-CSF dolazi do dramatičnog porasta ekspresije HSP70 
(192). Cini se da HSP70 ima značajnu ulogu i u diferencijaciji stanica bubrega. Radovi su 
pokazali da postoji kolokalizacija WT1 i HSP70 u embrionalnim bubrežnim stanicama kod 
štakora, podocitima tijekom ranih faza razvoja bubrega i stanicama Wilmsovog tumora. Čini 
se da je njihova kolokalizacija nužna za funkciju supresora WT1 u inhibiciji proliferacije ovih 
stanica (193). Možemo pretpostaviti da uloga HSP70 u ovom tumoru nije inhibicija apoptoze 
nego koregulacija proliferacije stanice zajedno s tumorskim supresorom. Stoga ne iznenađuje 
da je HSP70 pojačano izražen kod stanica nefroblastoma nižih stadija, dok je kod viših stadija 
kod kojih postoji mutacija WT1 gena, smanjeno izražen što je pokazala jedna druga studija 
(194). Ovi rezultati nas navode da je utjecaj HSP70 na procese diferencijacije veći nego na 
inhibiciju apoptoze kod dječjih tumora. Ekspresija HSP27 također je jedan od 
diferencijacijskih čimbenika za keratinocite iz kože i C2C12 mišićne stanične linije. Ova 
uloga HSP27 u diferencijaciji stanica mogla bi biti povezana s činjenicom da se ekspresija 
HSP27 povećava kako se stanica približava neproliferativnom stadiju staničnog ciklusa (195, 
196). Subcelularna lokalizacija je drugi mehanizam pomoću kojem HSP može odrediti hoće li 
stanica umrijeti ili se diferencirati. Nedavna istraživanja su pokazala presudnu ulogu 
nuklearnog HSP70 u diferencijaciji eritrocita. Tijekom njihovog nastanka, pod utjecajem 
diferencijacijskih čimbenika iz okoline, HSP70 i aktivirana kaspaza 3 nakupljaju se u jezgri 
eritroblasta pri čemu je HSP70 združen s GATA1 te time štiti ovaj transkripcijski čimbenik, 
koji je potreban za normalnu eritropoezu, od djelovanja kaspaze 3. Kao posljedica toga 
eritroblasti se nastavljaju diferencirati umjesto da uđu u programiranu staničnu smrt. Osim 
  63 
toga, tijekom eritropoeze, HSP70 se veže na AIF i time blokira AIF-om induciranu apoptozu 
te tako omogućava staničnu diferencijaciju (197). O važnosti smještaja HSP 70 u stanici 
govori i istraživanje na stanicama nazofaringealnog karcinoma. Različit smještaj HSP70 
podudara se s različitom prognozom bolesti. Pojačana ekspresija membranskog i 
citoplazmatskog HSP70 povezana je s povoljnijom prognozom, nižim stadijem tumora, 
povratom bolesti i metastazama, dok je njegova pojačana ekspresija u jezgri povezana s 
nepovoljnim ishodom, uznapredovalim stadijem bolesti, povratom tumora, metastazama i 
histološki nepovljnijjim tipom tumora. Membranski i citoplazmatski HSP70 bi tako mogao 
imati protutumorsku ulogu, dok bi jezgreni oblik bio udružen s protumorskom ulogom (198). 
Dokazano je također da pojedini kemoterapeutici poput triptolida mogu blokirati HSP70 na 
staničnim linijama neuroblastoma i tako potaknuti apoptozu, odnosno regresiju tumora (199). 
Osim toga HSP ima značajnu ulogu u imunogeničnosti tumora obzirom da nosi tumorske 
antigene. Peptidi kojima HSP70 služi kao nosač, dobiveni iz citoplazme humanih tumora 
mogu aktivirati T stanicama posredovani imunosni odgovor koji obuhvaća prezentaciju 
kompleksa HSP-peptid antigen prezentirajućim stanicama i prezentacija antigena u sklopu 
MHC I razreda i specifičnim CD8+ T limfocitima (198). 
Iz dostupnih studija može se zaključiti da uloga ovog molekularnog pratitelja u 
diferencijaciji određuje njegovu prolaznu ekspresiju, staničnu raspodjelu i/ili posttranslacijsku 
preinaku potaknutu u različitim staničnim stadijima različitim čimbenicima diferencijacije. 
HSP ometanjem aktivnosti kaspaza u određenom trenutku, u specifičnom staničnom odjeljku 
može odrediti hoće li se stanica diferencirati ili umrijeti posredstvom apoptoze, a može 
utjecati i na diferencijaciju nadziranjem prometa proteina između jezgre i citoplazme. Stoga 
se može pretpostaviti da je uloga HSP70 kod neuroblastoma s jedne strane u poticanju 
stanične diferencijacije, a s druge strane kao nositelj tumorskih antigena potiče imunosni 
sustav na prepoznavanje tumora kao stranog i aktivira stanice imunosnog sustava da takve 
stanice imunosnim mehanizmima odstrane (188). 
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6 ZAKLJUČAK 
 
 
Ovim istraživanjem utvrđen je slabije izražen Fas na metastatskim stadijima tumora tako 
da se može pretpostaviti da tumorske stanice smanjenjem ekspresije Fas-a na svojoj površini 
mogu izbjeći lokalni odgovor imunosnog sustava i tako metastazirati.  
Našli smo također, da postoji povezanost ekspresije HSP70 i stadija neuroblastoma. Viši 
stadiji imaju smanjenu ekspresiju što je u suprotnosti s većinom tumora koji su do sada 
istraživani, no s druge strane se slaže s istraživanjima na nefroblastomu, drugom najčešćem 
solidnom tumoru dječje dobi. Najvjerojatnije objašnjenje, prema dosadašnjim istraživanjima i 
prema rezultatima našeg istraživanja, je da kod tumora dječje dobi sudjelovanje HSP70 u 
inhibiciji apoptoze nije toliko značajno kao sudjelovanje u diferencijaciji tumora te da 
njegova pojačana ekspresija u neuroblastoma dovodi do sazrijevanja tumora. 
 Daljnja istraživanja na većim uzorcima, kao i istraživanja načina poticanja ili inhibicije 
apoptotičkih i diferencijacijskih čimbenika su nužni za bolje razumijevanje i bolje ishode u 
liječenju neuroblastoma. 
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8 POPIS KRATICA  
AIF: čimbenik indukcije apoptoze; engl. apoptosis-inducing factor 
APAF 1: čimbenik aktivacije apoptoze; engl. apoptosis activating factor 
CCG: Skupina za istraživanje tumora dječje dobi; engl. Children's Cancer Group 
COG: Dječja onkološka skupina; engl. Children's Oncology Group 
CT: kompjutorizirana tomografija; engl. computerized tomography 
CTL: citotoksični T limfociti; engl. Cytotoxic T Lymphocytes 
DISC: signalni kompleks koji inducira smrt; engl. death-inducible signalling complex 
DNA: deoksiribonukleinska kiselina; engl. Deoxyribonucleic acid 
FISH: fluorescentna hibridizacija in situ; engl. fluorescent in situ hybridization 
HE: hemalaun-eozin 
HSP: protein toplinskog šoka; engl. heat shock protein 
HVA: homovanilična kiselina; engl. Homovanillic Acid 
IAPs: inhibitori kaspaza; engl. inhibitors of apoptosis proteins 
ICAM: unutarstanična adhezijska molekula; engl. intercellular adhesion molecule 
IDRF: slikovnim pretragama određeni rizični čimbenici; engl. image defined risk factors 
IFN gama: interferon gama 
INPC: Međunarodna patološka klasifikacija neuroblastoma; engl. The International 
Neuroblastoma Pathology Classification 
INRGSS: Međunarodna klasifikacija stupnjeva neuroblastoma prema rizičnim skupinama; 
engl. International Neuroblastoma Risk Group Staging System 
INSS: Međunarodna klasifikacija stupnjeva neuroblastoma; engl. International 
Neuroblastoma Staging System 
LFA-1: limfocitni funkcijski antigen 1; engl. lymphocyte function-associated antigen 1 
MHC: glavni sustav tkivne snošljivosti; engl. major histocompatibility complex 
MKI: indeks mitoze i kariorekse; engl. mitosis-karyorrhexis index 
MPR: manoza-6- fosfat 
MR: magnetna rezonanca; engl. magnetic resonance 
MYCN onkogen: engl. Myelocytomatose oncogene 
NGF: čimbenik rasta živaca; engl. nerve growth factor 
p: statistička značajnost 
PAF: čimbenik aktivacije trombocita; engl. platelet activating factor 
pH:  koncentracija vodikovih iona u nekoj tvari; lat. pondus hydrogenii 
POG: Pedijatrijska onkološka skupina; engl. Pediatric Oncology Group 
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SG: serilglicin 
TNF: čimbenik nekroze tumora; engl. tumor necrosis factor 
TNM: tumor, limfni čvor, metastaza; engl. tumor, lymph nodes, metastasis 
TRAIL: ligand poveza s TNF-om koji inducira apoptozu ovisnu o TNF-u; engl. TNF related 
apoptosis-inducing ligand 
VIP: vazoaktivni intestinalni peptid; engl. Vasoactive intestinal peptide 
VMA: vanilmandelična kiselina; engl. Vanillylmandelic Acid 
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